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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Amanda Gleyce Lima de Oliveira

O mexilhdo Perna perna possui grande importancia alimentar e econémica no Brasil.
Porém, a presenca de helmintos, fungos e contaminantes, além da falta de controle
no tamanho dos mexilhBes extraidos sdo questées preocupantes. Neste contexto,
este estudo teve como objetivo realizar a taxonomia integrativa de helmintos e
fungos filamentosos em mexilhBes P. perna da Praia de Jurujuba, Niterdi, RJ, com
avaliacdo de aspectos histopatolégicos, além da analise de contaminacéo elementar
e quimiométrica como medidas auxiliares de controle sanitario e comercializagdo. Os
bivalves obtidos entre 2019 e 2021, foram pesados, medidos e sexados. As
amostras foram analisadas por diferentes técnicas incluindo estereomicroscopia,
histopatologia, genética, meios de cultura, espectrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente (ICPMS) e espectroscopia do infravermelho proximo (NIRS).
Dos 69 mexilhbes examinados para helmintos, 24,6% estavam parasitados por
esporocistos e cercarias de trematddeos Prosorhynchoides sp. identificados pela
morfologia e por novas sequéncias do 28S e 18S rDNA e ITS1, 5.8S e ITS2. A
histopatologia dos mantos parasitados indicou auséncia de reacdes inflamatorias
associadas. A andlise da contaminacdo elementar por ICPMS dos musculos
adutores de 30 mexilhGes indicou que os niveis médios de As, Cr, Se, e Zn
excederam os limites das agéncias reguladoras nacionais e internacionais. No total,
84 colénias de fungos filamentosos foram isoladas, sendo identificados
representantes dos géneros Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Didymella,
Penicillium e Phaeoisaria. Este € o primeiro registro de Didymella sp. em mexilhdes
e novas sequéncias de 26S e ITS1, 5.8 e ITS2 foram depositadas no Genbank. Para
Aureobasidium pullulans séo adicionadas sequéncias de 18S e ITS1, 5.8 e ITS2, e
para Phaeoisaria sp., as sequéncias de 18S e 26S. Para fins comparativos de
amostras para comercializacdo foram também avaliados mexilhbes da Praia
Vermelha, no Rio de Janeiro. O uso do NIRS evidenciou a separagdo de espécimes
de P. perna < 50 mm e > 50 mm, das duas praias, com tendéncia de separagéo de
adultos por area, o que pode contribuir para andlises de procedéncia do produto.
Prosorhynchoides sp. é aqui reportado pela primeira vez em mexilhdes da costa do
estado do Rio de Janeiro com dados genéticos e histopatologicos. Devido as altas
concentracbes elementares encontradas e a presenca de fungos oportunistas e
produtores de micotoxinas, sugere-se monitoramento de P. perna na area
investigada. Adicionalmente o NIRS provou ser uma ferramenta potencial para
diferenciacdo de P. perna jovens e adultos, podendo auxiliar na inspecao do
tamanho dos mexilhdes e no controle da extracéo ilegal de P. perna, favorecendo
assim a manutengéo de bancos naturais desses mexilhdes.
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ABSTRACT

PhD THESIS IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Amanda Gleyce Lima de Oliveira

The mussel Perna perna has great food and economic importance in Brazil.
However, the presence of helminths, fungi and contaminants, as well as the lack of
control on the size of extracted mussels are issues of concern. In this context, this
study aimed to perform an integrative taxonomy of helminths and filamentous fungi
from P. perna mussels from the Jurujuba Beach, Niter6i, RJ, with evaluation of
histopathological aspects, as well as elemental and chemometric contamination
analysis as auxiliary measures for sanitary control and commercialization. The
bivalves obtained between 2019 and 2021 were weighed, measured and sexed. The
samples were analyzed by different techniques including stereomicroscopy,
histopathology, genetics, culture media, inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICPMS) and near infrared spectroscopy (NIRS). Of the 69 mussels
examined for helminths, 24.6% were parasitized by trematodes Prosorhynchoides
sp. sporocysts and cercariae identified by morphology and new sequences of the
28S and 18S rDNA and ITS1, 5.8S and ITS2. Histopathology of the parasitized
mantles indicated no associated inflammatory reactions. Elemental contamination
analysed by ICPMS of the adductor muscles of 30 mussels indicated that the mean
levels of As, Cr, Se, and Zn exceeded the limits of national and international
regulatory agencies. In total, 84 colonies of filamentous fungi were isolated, and
representatives of the genera Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Didymella,
Penicillium, and Phaeoisaria were identified. This is the first record of Didymella sp.
in mussels and new 26S and ITS1, 5.8 and ITS2 sequences were deposited in
Genbank. For Aureobasidium pullulans, 18S and ITS1, 5.8 and ITS2 sequences
were added, and for Phaeoisaria sp., the 18S and 26S sequences. For comparative
purposes of samples for commercialization, mussels from Vermelha Beach, in Rio de
Janeiro, were also evaluated. The use of NIRS evidenced the separation of P. perna
specimens < 50 mm and > 50 mm on both beaches with a tendency of separation of
adults by area, which may contribute to analyses of product origin. Prosorhynchoides
sp. is reported here for the first time in mussels from the coast of Rio de Janeiro state
with genetic and histopathological data. Due to the high elemental concentrations
found and the presence of opportunistic and mycotoxin producing fungi, surveillance
of P. perna in the investigated area is suggested. Additionally, NIRS proved to be a
potential tool for differentiation of juvenile and adult P. perna, and can help in the
inspection of mussel size and control of illegal extraction of P. perna, thus favoring
the maintenance of natural mussel beds.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Pernaperna: o Mexilhdo Marrom

Perna perna (Linnaeus, 1758), conhecido como mexilhdo marrom, € um
molusco bivalve marinho, que pertence a familia Mytilidae Rafinesque, 1815 e
possui uma ampla distribuicdo geogréfica (Resgalla Jr et al. 2008). Esses mexilhdes
habitam geralmente costbes rochosos na regido entre mareés, fixando-se fortemente
nas rochas através de uma estrutura filamentosa denominada bisso (Marques 1998).

E considerada uma espécie nativa do continente Africano, mas também pode
ser encontrada no Mar Mediterraneo, no Sri Lanka e no Sul da india. No continente
europeu, foi observada apenas na costa Sul de Portugal. Com relacdo a costa das
Américas, foi relatada no Golfo do México e em algumas ilhas do Caribe, além de
Venezuela, Uruguai e Brasil (Hicks & Tunnell 1995; Acosta et al. 2006; Resgalla Jr et
al. 2008; Carranza & Borthagaray 2009; Lourenco et al. 2012). No litoral brasileiro,
ocorre desde o estado de Espirito Santo até o Rio Grande do Sul (Marques 1998).
Silveira et al. (2006) registraram pela primeira vez P. perna no estado do Rio Grande
do Norte. Entretanto, os autores acreditaram que devido a baixa densidade, trés
espécimes jovens, provavelmente os mexilhdes ndo conseguiriam se estabelecer
naquela area.

A coloragéo da massa visceral e do manto de P. perna sexualmente maduros
€ 0 que diferencia os sexos, sendo branca-creme nos machos e alaranjada nas
fémeas. Nessa fase reprodutiva, 0s animais apresentam o0 maximo de
desenvolvimento dos foliculos das génadas e o manto € bastante espesso. O manto
se torna pouco espesso e totalmente transparente quando ocorre 0 esvaziamento
parcial ou total dos foliculos (Lunetta 1969). Vale ressaltar que as gbnadas dos
mitilideos séo difusas, ocorrendo na massa visceral e expandindo-se para o manto
(Lunetta 1969; Resgalla Jr et al. 2008).

A producdo mundial de mexilhdes cultivados atinge cerca de 2 milhdes de
toneladas por ano (FAO 2017). No Brasil, o cultivo de bivalves é representado
principalmente por mexilhdes, ostras e vieiras. Em 2020, a producdo destes
moluscos atingiu mais de 14,2 mil toneladas, o equivalente a 1,31% dos principais
produtos da aquicultura brasileira, correspondendo ao valor de R$ 78.020 mil reais

(IBGE 2020). Entre estes, P. perna é o mais cultivado comercialmente no pais
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(Ferreira & Magalhdes 2004; SAP/MAPA 2020). O sucesso de seu cultivo deve-se
ao fato de apresentar taxas de crescimento aceleradas devido ao clima temperado
do pais, atingir um tamanho maior em comparacdo aos outros mitilideos brasileiros,
além de ser de facil manuseio (Ferreira & Magalhédes 2004; Resgalla Jr et al. 2008).

A extracao comercial de P. perna representa uma fonte significativa de renda,
quer complementar ou integral, e de consumo das populac¢des costeiras humanas. E
um alimento altamente nutritivo, com altos niveis de proteinas e sais minerais
(Resgalla Jr et al. 2008). No entanto, os bivalves, incluindo P. perna, sao
amplamente aplicados em acfGes de monitoramento ambiental no Brasil (Lavradas et
al. 2016; Campolim et al. 2018; Azevedo et al. 2019; Barbosa et al. 2019), pois s&o
excelentes bioindicadores, devido a certas caracteristicas especificas, como sua
natureza seéssil, resisténcia a diversas condi¢cdes ambientais e habitos alimentares
por filtracdo, que resultam no acumulo de diversos contaminantes biologicos e
quimicos em seus tecidos (Marques 1998; Resgalla Jr et al. 2008). H& relatos de
trematddeos (Marchiori et al. 2010), fungos filamentosos (Grovel et al. 2003; Santos
et al. 2017a) e elementos quimicos (Lino et al. 2016) encontrados em bivalves em
geral.

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA 2006), a comercializacdo de P. perna a partir de
estoques naturais é considerada apropriada quando se atinge o tamanho superior a
50 mm de comprimento total da concha. O crescimento dos bivalves € normalmente
avaliado pelo comprimento da concha, e ndo pelo peso, que pode nédo ser fiavel
devido a presenca de agua dentro da concha (Marques 1998). Os espécimes de P.
perna com tamanhos entre 20 a 30 mm de comprimento sdo classificados como
jovens e sementes, enquanto que tamanhos iguais ou superiores a 50 mm sao
considerados adultos (IBAMA 2006).

A extracdo descontrolada de P. perna pode comprometer a manutencdo de
estoques naturais ao longo do tempo (Casarini & Henriques 2011). Neste contexto, o
IBAMA (2006) estabeleceu um periodo que proibe a extracdo, o fornecimento dos
cultivos e a comercializacédo de P. perna de estoques naturais, em qualquer fase da
vida do molusco, na costa Sudeste e Sul do Brasil, que decorre de 1° de setembro a
31 de dezembro. Estudos brasileiros avaliaram os efeitos das extracdes irregulares
desse bivalve. Lage e Jablonski (2008) entrevistaram pescadores de diferentes
locais da Baia de Guanabara, no Rio de Janeiro, e constataram que existia uma

preocupacao em evitar a constante extracao de mexilhdes de uma determinada area
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com a intencdo de preservar 0os estoques naturais. Além disso, evitavam coletar
individuos de tamanhos menores, com base em analises visuais. No entanto,
Casarini e Henriques (2011) atribuiram a ligeira diferenca encontrada entre o
estoque de mexilhdes adultos disponiveis e a producéo extrativa na Baia de Santos,
Séao Paulo, a subtracdo de espécimes de tamanho inferior a 50 mm. Esta auséncia
de controle sobre o tamanho dos mexilhdes foi também salientada por Sodré et al.
(2008), o que resultou na baixa densidade populacional em alguns costdes rochosos
do estado do Espirito Santo, e, em alguns casos, na extin¢cdo local. Rech e Scherer
(2020) relataram um declinio, tanto em termos de tamanho como de abundéancia dos
P. perna disponiveis nos costdes rochosos da llha de Santa Catarina.

Os pratos preparados com mexilhdes sdo comuns em restaurantes costeiros
do Brasil, representando uma atracdo turistica, porque 0S mariscos nhao estao
normalmente presentes na comida diaria dos brasileiros (Ferreira & Magalhdes
2004; Sodré et al. 2008). Nos restaurantes locais, os mexilhdes sdo normalmente
vendidos pré-cozidos e sem conchas (Lage & Jablonski 2008; Sodré et al. 2008), o
gue impede a identificacdo precisa dos individuos jovens e adultos. Um problema
adicional é a precéria inspecdo ou controle sanitario dos bivalves destinados ao

consumo humano (Ferreira & Magalh&es 2004; Lage & Jablonski 2008).

1.2 InfecgOes e Contaminantes Ambientais

1.2.1 Trematddeos

Os bivalves sdo conhecidos como hospedeiros intermediarios de
trematédeos, nos quais as formas larvais como esporocistos e cercarias se
desenvolvem antes de chegarem a um hospedeiro definitivo, geralmente peixes
(Gibson 2002; Marchiori et al. 2010). Os trematddeos bucefalideos parasitam
bivalves, e as suas larvas sao consideradas 0s parasitos metazoarios mais
deletérios dos bivalves marinhos (Lauckner 1983; Cribb et al. 2001). No Sul e
Sudeste do Brasil, as infec¢cdes causadas por larvas pertencentes ao género
Bucephalus von Baer, 1827, sao frequentemente relatadas em P. perna (Umiji et al.
1976; Carneiro-Schaefer et al. 2017), e podem comprometer o desenvolvimento do
mexilh&o, levando a castracado (Magalhdes 1998; Silva et al. 2002).

Os esporocistos e cercarias podem ser identificados por meio de analises

estereomicroscoépicas. No entanto, o diagndéstico pode ser incerto quando a infec¢ao



ainda se encontra nas suas fases iniciais. Por conseguinte, sdo sugeridos estudos
histopatolégicos como um método adicional para classificar o grau de infeccdo do
hospedeiro e evitar possiveis erros devido as andlises feitas apenas com o
estereomicroscopio (Magalhdes 1998). Registros anteriores que empregaram esta
analise complementar relatam um aumento de 8,7 a 10,8% na quantidade de
bivalves parasitados em comparagdo com a deteccdo visual de rotina (Magalhaes
1998; Cochda & Magalhaes 2008; Carneiro-Schaefer et al. 2017).

As larvas de bucefalideos ndo podem ser identificadas em nivel de
género/espécie com base nas caracteristicas morfolégicas, devido a falta de
caracteres taxondmicos que s6 aparecem na forma adulta. Portanto, alguns autores
preferem identificar os trematddeos encontrados em bivalves apenas como
bucefalideos (Lasiak 1993; Calvo-Ugarteburu & McQuaid 1998; Loureiro et al. 2001).
A este respeito, as técnicas moleculares podem constituir uma alternativa

interessante a identificacdo em nivel de espécie (Eydal et al. 2013).

1.2.2 Fungos filamentosos

Os fungos sdo microorganismos heterotréficos e eucariontes capazes de
atuar como simbiontes, parasitas, saprofitos e decompositores, sendo amplamente
distribuidos na natureza, no solo, na 4gua e suspensos no ar (Dube 2013). Alguns
fungos séo utilizados na producédo de alimentos e bebidas, na industria farmacéutica
e no controle biolégico de pragas (Dube 2013; Tortora et al. 2017). No entanto, ha
fungos que possuem propriedades patogénicas e toxicolégicas, o que pode
representar um risco para humanos, animais e plantas (Grovel et al. 2003; Dube
2013).

A reproducao dos fungos pode ser sexuada ou assexuada. Morfologicamente,
podem apresentar duas formas de crescimento: leveduras e filamentosos. As
leveduras geralmente s@o ovais ou esféricas. Os filamentosos produzem longos
filamentos e formam um emaranhado, denominados de hifas e micélio,
respectivamente. As hifas podem ter septos transversais (septadas) ou néao
(asseptadas) (Levinson 2016; Tortora et al. 2017). As diferencas morfoldgicas,
macroscopicas e microscopicas, dos fungos filamentosos sédo caracteristicas
importantes para a identificacdo do género e, as vezes, da espécie. Além disso, a
velocidade de crescimento do fungo (lenta, moderada ou rapida) também pode ser

levada em consideracéo (Moraes et al. 2009; Powers-Fletcher et al. 2016). O uso de



técnicas moleculares pode auxiliar quando ndo € possivel identificar apenas com
caracteristicas morfologicas os fungos com precisédo (Yazdani et al. 2011).

A ocorréncia de fungos filamentosos isolados de moluscos bivalves foi
investigada em mexilhdes Mytilus edulis Linnaeus, 1758, Mytilus galloprovincialis
Lamarck, 1819 e Perna canaliculus (Gmelin, 1791) cultivados na Franca, na Argélia
e na Nova Zelandia, respectivamente (Sallenave-Namont et al. 2000; Matallah-
Boutiba et al. 2012; Li et al. 2022), em vieiras Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758)
cultivado no Sudeste do Brasil (Santos et al. 2017a) e ostras Crassostrea gigas
(Thunberg, 1793), além de mexilhBes Crenomytilus grayanus (Dunker, 1853) e
Modiolus modiolus (Linnaeus, 1758) e améijoas Anadara broughtonii (Schrenck,
1867) das aguas russas do Mar do Japédo (Zvereva & Vysotskaya 2005; Borzykh &
Zvereva 2012a, 2012b, 2014, 2015, 2018). Em relacdo a P. perna, foi encontrado
apenas um estudo associado a fungos, no Sudeste do Brasil (Santos et al. 2020).

Grovel et al. (2003) e Santos et al. (2017a; 2020) relatam que n&do houve
nenhum efeito deletério visivel nos moluscos contaminados por fungos. No entanto,
as possiveis consequéncias da interacdo de fungos filamentosos com bivalves ainda

nao sao conhecidas.

1.2.3 Contaminantes elementares

As entradas de metais e metaléides em diferentes compartimentos ambientais
podem ocorrer por meio de processos naturais, como vulcanismo e intemperismo, ou
devido a atividades antropogénicas, ou seja, efluentes domésticos e industriais
(Alloway & Ayres 1997). Esses compostos quimicos estéo entre as principais classes
de poluentes ambientais, uma vez que nado sdo biodegradaveis e, dependendo de
seus niveis no ambiente, podem apresentar elevada toxicidade. Alguns metais séo
essenciais aos organismos Vivos, enquanto os elementos ndo essenciais nao
apresentam funcdo metabdlica. Cada organismo possui um nivel de tolerancia
especifico para ambos os tipos de metais que, quando acima de um determinado
limite, pode causar efeitos toxicos e / ou letais (Rosa et al. 2012; Coleman et al.
2017).

Certos metais apresentam a capacidade de bioacumulagcdo em ecossistemas
aguaticos. Isso pode ocorrer tanto diretamente, pela exposicdo ambiental, quanto
indiretamente, pela ingestdo de alimentos contaminados (Streit 1998). Um exemplo
classico deste ultimo ocorreu na década de 1950, com o acumulo da forma mais
toxica do mercurio, o metilmercario, na Baia de Minamata, Japédo, levando a
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sintomas neuroldgicos e casos de toxicidade congénita em humanos, gatos e aves
aquéticas (Fujiki & Tajima 1992). Avaliacdes posteriores relataram atrasos no
desenvolvimento cognitivo em criangas pré-escolares que consumiam regularmente
peixes contaminados com mercurio (Freire et al. 2010). Portanto, o consumo limitado
de peixes e mariscos € recomendado, uma vez que estd comprovado que altos
niveis de metilmercario resultam em comprometimento neurolégico em recém-
nascidos (WHO 2017). Outros elementos neste contexto também sdo de grande
preocupacdo, como arsénio, cadmio, cromo e chumbo, que sdo conhecidos por
bioacumular em toda a teia tréfica e podem levar a efeitos carcinogénicos em
organismos expostos (MacFarquhar et al. 2010; Rosa et al. 2012). Em relacéo a vida
selvagem, estudos tém relatado alteracdes bioquimicas, reprodutivas e de
crescimento deletérias em diversos organismos, como bivalves e peixes, devido a
exposicao a altas concentracdes de metais e metaldides (Ebrahimi & Taherianfard et
al. 2011; Yee-Duarte et al. 2018). Além disso, esses organismos sao consumidos
rotineiramente por humanos, o que pode levar a problemas de saude publica.

1.3 Espectroscopia Vibracional

A Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIRS) é uma das ferramentas
que tem sido utilizada para estimar parametros de qualidade alimentar e medir o
armazenamento e consumo de energia em bivalves (Fluckiger et al. 2011; Bartlett et
al. 2018), como também monitorizar toxinas marinhas (Lopes et al. 2018), além de
diferenciar espécies de moluscos de amostras cultivadas no campo e em laboratoério
(Valladares et al. 2021). Essa ferramenta € uma tecnologia espectroscépica que
avalia os tipos de vibragbes moleculares de acordo com a combinacao de ligacbes
covalentes, tais como -CH, -NH, -OH e -SH (Siesler et al. 2002; Lopes et al. 2018).
Um espectro NIR, portanto, fornece através de dados qualitativos e quantitativos o
fendtipo quimico de uma amostra. E considerado um método rapido, sem
necessidade de tratamento prévio das amostras, e ndao destrutivel (Siesler et al.
2002; Valladares et al. 2021).

No que diz respeito aos aspectos bioquimicos e fisiolégicos, os P. perna
jovens investem menos energia na atividade reprodutiva do que os animais adultos
(Resgalla Jr et al. 2008). Considerando a importancia econémica e gastrondmica do
mexilhdo no pais e no mundo, o controle ineficiente do tamanho do mexilhdo para

venda, além do impacto ambiental da extracdo irregular, propde-se neste estudo a
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utilizacado do NIRS para a diferenciacdo do mexilhdo jovem e adulto, comercializado

no estado do Rio de Janeiro, com base nos seus fen6tipos quimicos.

1.4 Justificativa

Estudos sobre a ocorréncia e o impacto de parasitos em bivalves marinhos
ainda sdo escassos no Brasil. Por isso, novos estudos taxondmicos de helmintos de
P. perna com dados morfologicos e genéticos precisam ser realizados. E importante
ainda avaliar a qualidade alimentar dos mexilhdes, por meio da presenca de fungos
filamentosos e de elementos quimicos, pois esses bivalves sdo rotineiramente
consumidos por humanos.

Devido a dificuldade de identificar a origem e a fase de vida (jovem ou adulto)
de um mexilhdo extraido, é necessario o desenvolvimento de novos métodos para
minimizar os danos causados pela extracdo comercial de mexilhdes jovens ou de
areas contaminadas, a fim de se preservar a fauna de mexilhdes local, e
consequentemente a salde humana.

Este estudo integrado foca, portanto, tanto na pesquisa basica quanto na
aplicada, porque o consumo de mexilhdes parasitados e/ou contaminados
representa sem davida uma questdo de saude publica.

A tese foi dividida em quatro capitulos e a metodologia especifica esta
inserida em cada capitulo:

CAPITULO I. Avaliacdo morfologica, histopatolégica e molecular de
Prosorhynchoides sp. em Perna perna.

CAPITULO II. Fungos filamentosos associados aos mexilhdes Perna perna.
CAPITULO lIl. Contaminac&o elementar em mexilndes Perna perna (Anexo A).
CAPITULO 1V. Espectroscopia de infravermelho préximo como ferramenta de

controle na comercializacdo de Perna perna.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar a taxonomia integrativa de helmintos e fungos filamentosos de
mexilhdes Perna perna da Praia de Jurujuba, Niter6i, RJ com avaliacdo de aspectos
histopatologicos, além da andlise de contaminagdo elementar e quimiométrica como

medidas auxiliares de controle sanitario e de comercializacdo desses moluscos.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar e caracterizar o perfil morfolégico e genético das espécies de
helmintos encontrados em P. perna;

e Analisar possiveis lesdes histopatoldgicas no molusco hospedeiro;

¢ Investigar a ocorréncia de fungos filamentosos em P. perna e proceder a sua
identificacéo;

e Determinar as concentracdes elementares nesses mexilhdes;

e Diferenciar por quimiometria exemplares jovens de adultos de P. perna.



3 MATERIAIS E METODOS - GERAL

3.1 Areade Estudo

O bairro de Jurujuba, em Niterdi, localizado a leste da entrada da Baia de
Guanabara, no estado do Rio de Janeiro (RJ), destaca-se pelo estabelecimento de
uma comunidade tradicional de pescadores, proximo a Praia de Jurujuba
(22°55’'53"S, 43°06°35"0) (Figura 1). Na regido, ha uma mitilicultura (cultivo de
mexilhdes), que serve para consumo proprio e fonte de renda dos pescadores. Além
da mitilicultura, os mexilh6es séo extraidos dos costdes rochosos adjacentes. Em
2015, a Enseada de Jurujuba, que inclui a Praia de Jurujuba, apresentava uma
producado estimada de até 800 quilos de mexilhdes por dia, sustentando cerca de 90
familias locais (O Globo 2015). A venda de mexilh6es é destinada principalmente a
populacao e restaurantes locais. Os mexilhdes do presente estudo foram coletados
por esses pescadores. Para fins comparativos para a construcdo do modelo
guimiométrico, alguns mexilhdes também foram coletados na Praia Vermelha, no
bairro da Urca, Rio de Janeiro, RJ, localizada no lado oposto a entrada da mesma
baia (22°57'16"S, 43°09'50"0) (Figura 1).

Este estudo foi autorizado pelo IBAMA, licenca nos 68263-1, 68263-2 e
68263-3, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo
Cruz (CEUA, Fiocruz n.°® L-008/2018 e L-020/2018-A1), de acordo com as diretrizes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Concea), e realizado
com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior -
Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001. O acesso ao patriménio genético foi
cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o n.° A20BC45.



4 CAPITULO I. Avaliacdo morfolégica, histopatologica e molecular

de Prosorhynchoides sp. em Perna perna

4.1 Materiais e Métodos

4.1.1 Coleta e processamento das amostras

No periodo de 2019 a 2020, sessenta e nove espécimes de P. perna foram
coletados na mitilicultura e nos costdes rochosos adjacentes da Praia de Jurujuba,
Niteroi, RJ (Figura 1). As amostras foram colocadas em vasilhas contendo agua do
mar e gelo, e transportadas em caixa de poliestireno ao Laboratério de Avaliagéo e
Promocado da Saude Ambiental do Instituto Oswaldo Cruz (LAPSA, I0C) na Fiocruz
(Figura 2A). Os animais frescos foram numerados, pesados (com conchas), medidos
e divididos em sete classes de tamanho, compreendendo intervalos de 9 mm de 60
a 129 mm de comprimento. As valvas foram abertas com o auxilio de uma lamina e
o sexo foi determinado (Figura 2B). Todos os instrumentos foram limpos com alcool
70% entre as disseccOes individuais. Além disso, quatro anchovas Pomatomus
saltatrix (Linnaeus, 1766), uma corvina Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823) e
um xerelete Caranx latus Agassiz, 1831, coletados na mesma area, foram

examinados em busca de parasitos adultos relacionados.

4.1.2 Disseccédo dos mexilhdes e separacdo dos helmintos

Depois de retirados das conchas, os érgaos internos dos mexilhdes foram
separados e examinados sob estereomicroscépio em solucado salina a 0,7% para a
coleta de tecidos e parasitos. Os esporocistos detectados foram rompidos com
agulhas histolégicas para libertacdo das cercarias. As larvas foram fixadas em alcool
70% para estudos morfolégicos ou congeladas para analises moleculares. Os
espécimes em alcool 70% foram corados no Carmim de Semichon ou Tricrébmico de
Gomori e montados em béalsamo do Canada. As medidas sdao apresentadas em
micrbmetros, com a variacdo minima e maxima seguida pela média entre
parénteses. Os mantos dos mexilhdes também foram congelados para analises
moleculares. O tubo digestério dos peixes amostrados foi também examinado em

solucéo salina sob um estereomicroscopio.
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Os dados de prevaléncia seguem Bush et al. (1997), que consiste no nimero
de hospedeiros infectados com um ou mais individuos de uma determinada espécie
de parasito, dividido pelo numero total de hospedeiros analisados para aquele
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Figura 1. Mapa de parte do estado do Rio de Janeiro, destacando a Praia de Jurujuba, em
Niterdi, e a Praia Vermelha, no Rio de Janeiro, ambas localizadas na Baia de Guanabara
(Adaptado de https://www.google.com/maps).

Figura 2. A- Amostras de mexilhdes Perna perna. B- Exemplares maduros retirados das
conchas, com coloracdo alaranjada na fémea (exemplar em posicdo superior) e branca-
creme no macho (exemplar em posicao inferior). Barra: 2 cm.
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4.1.3 Analises moleculares e filogenéticas

A extracdo de DNA dos mexilhGes e esporocistos congelados foi realizada
utilizando o Mini Kit QlAamp DNA (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para os mexilhdes, as regides ITS1, 5.8S e ITS2
rDNA foram amplificadas usando os primers BD1 (5-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-
3) e BD2 (5-TATGCTTAARTTCAGCGGGT-3") (Luton et al. 1992), e os primers
LCO1490 (5-GGGTCAACAAAAATCATAAAGATTGGG-3) e HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAAAATCA-3') foram utilizados para a amplificacédo
do gene mitocondrial citocromo c oxidase-1 (COIl) (Folmer et al. 1994). Em relacao
aos esporocistos, as regides ITS1, 5.8S e ITS2 rDNA foram também amplificadas
utilizando BD1 e BD2, enquanto que o gene 18S rDNA foi amplificado usando os
primers SB3a (5'-GGGAGGCAAGTCTGGTGC-3) e A27a (5'-
CCATACAAAATGCCCCCGTCTG-3") (Hall 1999) e o 28S rDNA, foi amplificado
usando os primers LSU5 (5-TAGGTCGACCCGCTGAAYTTAAGCA-3") e 1500R (5'-
GCTATCCTGAGGGAAACTTCG-3") (Tkach et al. 2003). Todas as reacbes em
cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas com um total de 15 ul, contendo 7,5 pl
de GoTag® Colorless Master Mix (Promega), 1,5 pyl de cada primer com
concentracéo final de 10 pmol, 2,0 ul de agua ultrapura e 2,5 ul de DNA da amostra,
e os parametros de ciclagem foram utilizados conforme descritos pelos autores
citados anteriormente.

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em géis de agarose
a 1,5% em Tris-borato de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), corados com
SybrGreen DNA Gel Stain (Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) e visualizados no
transiluminador sob luz ultravioleta (UV). Os amplicons das PCRs foram purificados
utilizando o ExoSap-IT (USB® Products Affymetrix Inc., Cleveland, Ohio, EUA). As
reagOes de sequenciamento do ciclo do DNA foram realizadas usando o BigDye
Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o sequenciamento foi
realizado por meio da Plataforma de Sequenciamento (PDTIS) na Fiocruz. As novas
sequéncias geradas de ambas as cadeias foram verificadas e editadas utilizando o
software MEGA versao X (Kumar et al. 2018), e depois foram comparadas com
outras sequéncias disponiveis na base de dados do GenBank empregando o
programa Ferramenta Basica de Pesquisa de Alinhamento Local (BLAST) do
servidor do Centro Nacional de Informacdo em Biotecnologia (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul et al. 1990). As estimativas de
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divergéncia evolutiva entre as sequéncias foram realizadas no MEGA X utilizando o
modelo Kimura 2-parametros (K2p) (Tamura et al. 2004).

A fim de explorar as relagbes filogenéticas de cada regido de DNA, as
sequéncias nucleotidicas foram alinhadas com o algoritmo CLUSTALW usando o
MEGA X (Thompson et al. 1994). As arvores filogenéticas por Inferéncia Bayesiana
(IB) foram conduzidas utilizando a andlise da cadeia de Monte Carlo Markov
(MCMC) disponivel no software BEAST v2.6.3 (Bouckaert et al. 2019). Os
parametros de probabilidade definidos para a analise Bayesiana foram baseados no
teste Akaike Information Criteria (AIC) em jModelTest2 (Nylander 2004). O modelo
selecionado foi o GTR para 28S, e o0 HKY para as regides 18S e ITS1, 5.8S e ITS2,
ambos empregando o modelo de nascimento-morte (BDM). As probabilidades
posteriores foram calculadas através de 10.000.000 de geracdes, amostrando cada
1.000% arvore a ser salva. O Tracer v1.7.2 (Rambaut et al. 2018) foi utilizado para
validar a convergéncia e a mistura para assegurar todos os valores efetivos de
tamanho de amostra (ESS) superiores a 200. As arvores foram apresentadas como
arvores de Credibilidade Maxima (MCC) usando o software TreeAnnotator v2.6.3
apos descartar os primeiros 10% como burn-in, e visualizadas usando o programa
FigTree v1.4.4 (Rambaut 2018). Para o enraizamento das arvores, as melhores
sequéncias utilizadas como outgroups foram Olssonium turneri Bray & Gibson, 1980
e Pleorchis uku Yamaguti, 1970 para 28S rDNA, Proctoeces lintoni Siddigi & Cable,
1960 e Proctoeces maculatus (Looss, 1901) para 18S rDNA e Pseudolepidpidon
balistis Manter, 1940 para as regides ITS1, 5.8S e ITS2. As sequéncias do GenBank
utilizadas para a filogenética analisada estéo listadas na Tabela 1.

4.1.4 Histologia de Perna perna

Os fragmentos dos mantos dos mexilhdes foram fixados em alcool 70% ou
formalina Millonig de Carson para os procedimentos histolégicos de rotina. Esta
etapa foi realizada no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domeésticos, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INl/Fiocruz), RJ. Os tecidos foram emblocados em parafina, cortados em secc¢des
de 5 ym e montadas em laminas néo silanizadas, que depois foram coradas com
hematoxilina-eosina (Carson & Cappellano 2015). A presenca de esporocistos e
cercérias nos tecidos foi avaliada sob um microscopio de luz Leica DM LS2 e
fotografadas utilizando a camera acoplada Moticam 10 mp e software Motic images
plus v. 2.0 (Motic China Group Co.).
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Tabela 1. Trematddeos digeneos utilizados nas analises filogenéticas com os seus respectivos nimeros de acesso no GenBank.

Espécies 28S rDNA 18S rDNA ITS1-5.85-ITS2 rDNA
Bucephalus cynoscion Hopkins, 1956 KT273397 - KT273396; KT273397
Bucephalus gorgon (Linton, 1905) KT273400 - KT273400
Bucephalus margaritae Ozaki & Ishibashi, 1934 KT273395 - KT273395
Bucephalus polymorphus von Baer, 1827 AY289248 - AY289241
Dicrogaster contracta Looss, 1902 - FJ211255; FJ211256 -
Dollfustrema durum Nolan, Curran, Miller, Cutmore, Cantacessi & Cribb, KT213572 - -
2015
Dollfustrema hefeiense Liu in Zhang et al., 1999 KT273386 - KT273386
Dollfustrema vaneyi (Tseng, 1930) - - EF198191
Grammatorcynicola brayi Bott & Cribb, 2005 KT213573 - -
Grammatorcynicola nolani Bott & Cribb, 2005 KT213574 - -
Heterobucephalopsis perardua Nolan, Curran, Miller, Cutmore, KT213571 - -
Cantacessi & Cribb, 2015
Heterobucephalopsis yongi Cutmore, Nolan & Cribb, 2018 MH754949 - -
Megasolena sp. - JQ782538 -
Olssonium turneri Bray & Gibson, 1980 AY222283 - -
Parabucephalopsis parasiluri Wang, 1985 AB640884 - -
Paurorhynchus hiodontis Dickerman, 1954 KT273401 - -
Pleorchis uku Yamaguti, 1970 DQ248216 - -
Proctoeces lintoni Siddigi & Cable, 1960 - JQ782521 -
Proctoeces maculatus (Looss, 1901) - AY222161 -
Prosorhynchoides sp. LC498576 JQ782530; JQ782531; -
JQ782533
Prosorhynchoides apogonis Bott & Cribb, 2005 KT213576 - -
Prosorhynchoides borealis Bartoli, Gibson & Bray, 2006 - JN182208 JN182210; JN182212
Prosorhynchoides caecorum (Hopkins, 1956) KT273393 - KT273392
Prosorhynchoides carvajali Mufioz & Bott, 2011 - JQ782535 -
Prosorhynchoides cutmorei Hammond, Cribb & Bott, 2018 MG953232 - -
Prosorhynchoides galaktionovi Hammond, Cribb, Nolan & Bott, 2019 MN310396 - -
Prosorhynchoides gracilescens (Rudolphi, 1819) AY222224 AJ228789 -
Prosorhynchoides longoviferus (Manter, 1940) KT273387 - KT273387
Prosorhynchoides megacirrus (Riggin & Sparks, 1962) KT273391 - KT273391
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Tabela 1. Trematdédeos digeneos utilizados nas analises filogenéticas com o0s seus respectivos numeros de acesso no GenBank
[Continuacgao].

Espécies 28S rDNA 18S rDNA ITS1-5.8S-ITS2 rDNA
Prosorhynchoides kohnae Hammond, Cribb, Nolan & Bott, 2019 MN310397 - -
Prosorhynchoides moretonensis Hammond, Cribb & Bott, 2018 MG953230 - -
Prosorhynchoides ovatus (Linton, 1900) KT273399 - KT273399
Prosorhynchoides ozakii (Nagaty, 1937) AB640885 - -
Prosorhynchoides paralichthydis (Corkum, 1961) KT273398 - KT273398
Prosorhynchoides scomberomorus (Corkum, 1968) KT273389 - KT273388
Prosorhynchoides waeschenbachae Hammond, Cribb & Bott, 2018 MG953231 - -
Prosorhynchus longisaccatus Durio & Manter, 1968 KT213575 - -
Prosorhynchus pacificus Manter, 1940 KT273385 - KT273385
Pseudolepidapedon balistis Manter, 1940 - - KJ820760
Rhipidocotyle angusticollis Chandler, 1941 KT273383 - KT273383
Rhipidocotyle campanula (Dujardin, 1845) JQ346713 - -
Rhipidocotyle fennica Gibson, Taskinen & Valtonen, 1992 KM068119 - -
Rhipidocotyle galeata (Rudolphi, 1819) AY?222225 AY222119 -
Rhipidocotyle lepisostei Hopkins, 1954 KT273390 - -
Rhipidocotyle transversale Chandler, 1935 KT273394 - KT273394
Rhipidocotyle tridecapapillata Curran & Overstreet, 2009 KT273384 - -
Saccocoelium brayi Blasco-Costa, Balbuena, Raga, Kostadinova & - FJ211227 -

Olson, 2010

Saccocoelium tensum Looss, 1902 - FJ211252 -
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4.2 Resultados

Os 69 mexilhdes analisados mediram de 60 a 121 (86,1 + 14,4) mm em
comprimento total e pesaram 15,5 a 113,6 (49,3 + 21,9) g. Foram identificados 36
fémeas e 32 machos; nao foi possivel identificar o sexo de um individuo. A analise
molecular confirmou que a espécie hospedeira era P. perna e novas sequéncias das
regides ITS1, 5.8S e ITS2 e COI foram depositadas no GenBank sob os nimeros de
acesso OK560853 e OK559744, respectivamente.

A analise sob estereomicroscopio indicou que 16 dos 69 (23,2%) mexilhdes
estavam infectados com esporocistos de filamentos alaranjados/avermelhados.
Alguns esporocistos eram menos volumosos e apresentavam uma pigmentacéo
menos intensa do que outros. Treze dos mexilhdes infectados eram machos, dois
eram fémeas e um era de sexo indeterminado (Figura 3A). Os locais de infeccéo
incluiram 100% no manto (16/16), 43,7% na massa visceral (7/16), 37,5% nas
branquias (6/16), 37,5% na glandula digestiva (6/16) e 31,2% no musculo (5/16). Em
comparacao, a analise histopatolégica indicou 13 individuos parasitados (18,8%), 12
previamente determinados como infectados na analise estereomicroscopica (nove
machos, duas fémeas, e um indeterminado). As cargas parasitarias no manto foram
variaveis nos 13 mexilhdes parasitados detectados no exame histopatolégico, nove
exibindo mais de 50% de tecido parasitado e trés com 5 a 50% de tecido parasitado.
Além disso, uma fémea ndo detectada anteriormente como infectada na analise
estereomicroscopica exibiu uma baixa carga parasitaria (< 5%), como revelado pela
avaliagdo histopatolégica (Figura 3B-D). A analise estereomicroscopica detectou
quatro casos positivos ndo detectados pela histopatologia. O aumento da carga
parasitaria levou a um aumento da substituicdo do tecido do bivalve por massas
esporocisticas. Portanto, considerando ambos o0s métodos de andlise
(histopatologico e estereomicroscopico), a prevaléncia global da infeccdo foi de
24,6% (17/69), 13 machos (76,5%), 3 fémeas (17,6%), e 1 indeterminada (5,9%). O
comprimento total da concha de todos os mexilhdes parasitados variou de 77 a 121
(91,8 £ 11,5) mm, com as maiores incidéncias de mexilhées parasitados nas classes
de tamanho de 80 a 89 mm e 90 a 99 mm (Tabela 2). O exame histopatoldgico
indicou esporocistos e/ou cercarias de trematddeos dentro dos tecidos conjuntivos
dos mexilhdes sem reagles inflamatorias associadas. Nao foram observadas

gbnadas masculinas ou femininas no manto de 77% (10/13) de mexilhGes
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parasitados, oito (80%) com mais de 50% de tecido parasitado e dois (10%) com 5 a
50% de tecido parasitado. Com relagdo aos mexilhées nao parasitados, ndo foram
observadas gbnadas em 4% (2/56). Estes dois individuos, contudo, foram

classificados como parasitados na analise estereomicroscoépica.

Tabela 2. Quantidade de mexilhdes Perna perna coletados e parasitados de acordo
com a classe de tamanho da concha.

Classe de tamanho NUumero de mexilhdes Numero de mexilhdes
(mm) coletados parasitados

60 — 69 10 0 (0%)

70-79 13 2 (11,8%)

80 -89 15 6 (35,3%)

90 - 99 19 5 (29,4%)

100 - 109 8 3 (17,6%)
110-119 3 0 (0%)
120-129 1 1 (5,9%)

Total 69 17

Os esporocistos eram filamentosos com dilatagdes irregulares, contendo no
seu interior cercarias transparentes em diferentes fases de desenvolvimento (Figura
3B-E). O corpo da cercéria, dorsoventralmente achatado, media 147 x 94 yum, com
orgao cefalico alongado na extremidade anterior. Cauda na extremidade posterior do
corpo medindo 36 x 80 um; cauda bifurcada com bracgos laterais longos (furca)
mediu 240 um quando contraida, mas podem estender-se muito mais vezes o
comprimento do corpo. A boca no meio do corpo, rodeada por uma pequena faringe
muscular, era compativel com espécies de Bucephalidae Poche, 1907 (Figura 3F).

Os peixes examinados ndo continham parasitos bucefalideos.
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Figura 3. Micrografias de Prosorhynchoides sp.: A- Esporocistos filamentosos
alaranjados/avermelhados sobre o manto de um Perna perna macho. B-D- Descobertas
histolégicas no manto de mexilhdes parasitados por Prosorhynchoides sp. corados com
hematoxilina-eosina. B- Macho com mais de 50% do tecido conjuntivo do manto parasitado
por esporocistos de trematdédeo. Auséncia de reacdes inflamatérias associadas ao
parasitismo e gbnadas. C- Macho com mais de 50% do tecido conjuntivo do manto
parasitado por esporocistos de trematddeo. Detalhe dos esporocistos que contém varias
cercarias no tecido conjuntivo entre as gbnadas. Nao é observada qualquer reacdo
inflamatoria associada ao parasitismo detectado. D- Cercaria no tecido conjuntivo do manto
de um mexilhdo fémea com menos de 5% de manto parasitado. Ndo é observada qualquer
reacdo inflamatoria associada ao parasitismo detectado. E- Cercarias emergindo de
esporocistos. F- Cercéria infecciosa totalmente desenvolvida. Abreviaturas: base da cauda
(BC), boca (B), cercarias (C), esporocistos (E), furca (F), gbnadas (G), 6rgao cefalico (OC) e
tecido conjuntivo (TC).
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No total, foram obtidas 11 sequéncias dos esporocistos encontrados nos
mexilhdes, sendo duas parciais do 28S rDNA (numeros de acesso: OK429320 e
OK429321), seis parciais do 18S (OK429323, OK429324, OK429325, OK429326,
OK429327 e 0OK429328) e trés das regides ITS1, 5.85 e ITS2 (OK429329,
OK429330 e OK429331). Os valores estimados da divergéncia genética usando a
distancia-p entre as nossas sequéncias das regides ITS1, 5,8S e ITS2 foram de
0,2%, com OK429330 diferindo por dois nucleotideos. Nenhuma variacdo
intraespecifica foi notada para as sequéncias 28S e 18S (Tabela 3). As analises
moleculares tanto dos esporocistos como das cercarias obtidas neste estudo foram
compativeis com espécies pertencentes ao género Prosorhynchoides Dollfus, 1929.

A sequéncia mais proxima da 28S rDNA no GenBank de acordo com BLAST
foi Prosorhynchoides moretonensis Hammond, Cribb & Bott, 2018, com uma
identidade de 97,2%. A distancia K2p foi de 2,9% com 30 nucleotideos divergentes
de um total de 1059 pb. A sequéncia para Prosorhynchoides paralichthydis (Corkum,
1961), embora com 96,5% de semelhanca, apresentava uma distancia de K2p
inferior (2,4%). Para a sequéncia parcial do 18S rDNA, a identidade com
Prosorhynchoides borealis Bartoli, Gibson & Bray, 2006 foi de 98,8% para 415 pb
com uma distancia de K2p de 1,2% (5 nucleotideos divergentes). Para os ITS1, 5,8S
e ITS2 rDNA, P. paralichthydis mostrou uma distancia K2p de 6,0-6,1%, com 69
nucleotideos divergentes e 93,7-93,8% de identidade em 972 pb. Prosorhynchoides
borealis exibiu uma distancia de K2p que variou entre 5,6-8,0% (Tabela 3).

A andlise por IB do 18S rDNA indicou que P. borealis e Prosorhynchoides
gracilescens (Rudolphi, 1819) eram as espécies mais proximas da nova sequéncia,
com suporte de um (Figura 4). Com relacdo as regides 28S rDNA e ITS1, 5.8S e
ITS2, as analises produziram topologias semelhantes, com as novas sequéncias
formando um clado com Prosorhynchoides ovatus (Linton, 1900), P. paralichthydis e
Bucephalus gorgon (Linton, 1905). No entanto, na arvore filogenética para ITS1,
5.8S e ITS2, as novas sequéncias e P. paralichthydis estavam ainda mais proximas
com um suporte de 0,97 (Figuras 5-6). Espécies pertencentes aos géneros
Prosorhynchoides, Bucephalus e Rhipidocotyle Diesing, 1858 foram agrupadas em
diferentes clados e quase todos os ramos tiveram bons suportes, representando
grupos polifiléticos. Nenhuma sequéncia idéntica para o esporocisto aqui estudado
foi encontrada na base de dados do GenBank e a analise por IB indicou ser uma

espécie diferente que ocorre na costa do Rio de Janeiro.
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Tabela 3. Divergéncia genética (Kimura 2-parametros, expresso em porcentagem) estimada usando as regides 28S, 18S e ITS1, 5.8S e
ITS2 rDNA entre as espécies Prosorhynchoides obtidas do GenBank e as novas sequéncias relatadas no presente estudo,
representadas por (*).

28S rDNA

0OK429320 Prosorhynchoides sp. (*)

0OK429321 Prosorhynchoides sp. (*) 0,0
KT273398 Prosorhynchoides paralichthydis 24 24

MG953230 Prosorhynchoides moretonensis 29 29 36
MG953231 Prosorhynchoides waeschenbachae 3,0 3,0 3,3 0,9

MN310397 Prosorhynchoides kohnae 33 33 35 14 11

MG953232 Prosorhynchoides cutmorei 33 33 35 18 15 10

AY222224 Prosorhynchoides gracilescens 35 35 36 39 34 42 40

MN310396 Prosorhynchoides galaktionovi 35 35 35 16 13 0,7 12 40

KT273399 Prosorhynchoides ovatus 41 41 46 51 51 57 56 49 53

LC498576 Prosorhynchoides sp. 55 55 59 53 50 54 54 54 54 7.2

KT273391 Prosorhynchoides megacirrus 7“3 73 71 71 70 74 74 72 73 82 51

KT273393 Prosorhynchoides caecorum 8o 80 77 72 72 76 76 75 75 81 56 15

AB640885 Prosorhynchoides ozakii 86 86 79 77 76 80 80 86 79 98 69 62 7,0

KT273389 Prosorhynchoides scomberomorus 96 96 88 87 89 94 95 94 95 105 80 6,7 65 61
KT273387 Prosorhynchoides longoviferus 99 99 94 94 93 103 10,3 105 10,1 109 84 74 83 69 6,1
KT213576 Prosorhynchoides apogonis 10,0 10,0 9,7 104 104 10,6 10,3 10,8 10,6 11,2 104 12,7 12,7 13,0 12,7 134
18S rDNA

OK429323 Prosorhynchoides sp. (*)

OK429324 Prosorhynchoides sp. (*) 0,0

OK429325 Prosorhynchoides sp. (*) 0,0 0,0

OK429326 Prosorhynchoides sp. (*) 0,0 0,0 00

OK429327 Prosorhynchoides sp. (*) 0,0 00 0,0 0,0

OK429328 Prosorhynchoides sp. (*) 00 00 00 00 00

JN182208 Prosorhynchoides borealis 12 12 12 12 12 1.2
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Tabela 3. Divergéncia genética (Kimura 2-parametros, expresso em porcentagem) estimada usando as regides 28S, 18S e ITS1, 5.8S e
ITS2 rDNA entre as espécies Prosorhynchoides obtidas do GenBank e as novas sequéncias relatadas no presente estudo,
representadas por (*) [Continuacao].

18S rDNA

AJ228789 Prosorhynchoides gracilescens 15 15 15 15 15 15 0,2

JQ782535 Prosorhynchoides carvajali 53 53 53 53 53 53 58 6,1

JQ782533 Prosorhynchoides sp. 63 63 63 63 63 63 69 7,1 15

JQ782531 Prosorhynchoides sp. 66 66 66 66 66 66 71 74 1,7 0,2
JQ782530 Prosorhynchoides sp. 69 69 69 69 69 69 74 77 20 05 0,2

ITS1-5.8S-ITS2 r DNA
OK429329 Prosorhynchoides sp. (*)

0OK429330 Prosorhynchoides sp. (*) 0,0

OK429331 Prosorhynchoides sp. (*) 0,2 0,2

JN182212 Prosorhynchoides borealis 56 56 5,6

KT273398 Prosorhynchoides paralichthydis 6,0 60 6,1 65

JN182210 Prosorhynchoides borealis 80 80 79 00 7,7

KT273399 Prosorhynchoides ovatus 93 93 94 71 90 84

KT273391 Prosorhynchoides megacirrus 14,8 14,8 14,8 12,1 12,6 13,9 16,0

KT273393 Prosorhynchoides caecorum 17,2 17,2 17,1 13,8 15,2 159 17,2 4,6

KT273387 Prosorhynchoides longoviferus 174 17,4 175 13,1 16.3 159 17,8 13,7 16,0
KT273388 Prosorhynchoides scomberomorus 18,7 18,7 19,0 13,1 17,0 16,5 17,8 159 17,1 114
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AY222224 Prosorhynchoides gracilescens — |
KT273397 Bucephalus cynoscion
KT273395 Bucephalus margaritae
0K429320 Prosorhynchoides sp. (*)
KT273399 Prosorhynchoides ovatus
KT273400 Bucephalus gorgon

KT273398 Prosorhyvnchoides paralichthydis
MG953230 Prosorhynchoides moretonensis
MG953231 Prosorhynchoides waeschenbachae| Bucephalinae
MG953232 Prosorhynchoides cutmorei
MN310396 Prosorhynchoides galaktionovi
MN310397 Prosorhynchoides kohnae
KT273394 Rhipidocotyle transv
AY289248 Bucephalus polymorphus
1Q346713 Rhipidocotvle campanula

1 099 KMO068119 Rhipidocotyle fennica
KT273384 Rhipidocotyle tridecapapillata
KT273401 Pawrorhynchus hiodontis ] Paurorhynchinae

sale

1 KT213576 Prosorhynchoides apogonis
LC498576 Prosorhynchoides sp.

l— AY222225 Rhipidocotvle galeata
1 |1—: KT273391 Prosorhynchoides megacirrus
! KT273393 Prosorhynchoides caecorum
e AB640884 Parabucephalopsis parasiluri Bucephalinae
1 1 - ABG640885 Prosorhynchoides ozakii
L KT273390 Rhipidocotyle lepisostei
KT273383 Rhipidocotyle angusticollis

[
077 L KT273387 Prosorhynchoides longoviferus

098 KT273389 Prosorhynchoides scomberomorus
000 KT213572 Dolifustrema dirum —
- KT273386 Dollfustrema hefeiense
1 Prosorhynchinae
I T E— KT213575 Prosorhynchus longisaccatus
0,76 1 L KT273385 Prosorhynchus pacificus —
r KT213573 Grammatorcynicola brayi ] Dolichoenterinae
L KT213574 Grammatorcynicola nolani
-1 I KT213571 Heterobucephalopsis perardmil .
L MH754949 Heterobucephalopsis yongi Heterobucephalopsinac
(o5 AY222283 Olssonium turneri out
L2 DQ248216 Pleorchis uku srour

0.03

Figura 4. Topologia filogenética Bayesiana de Bucephalinae e subfamilias intimamente relacionadas construida a partir do gene 28S rDNA. Os
valores de suporte nos nés sao mostrados como probabilidades posteriores Bayesianas (> 0,50). A nova sequéncia é destacada com (*).
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039

092

'
B

0.02

0K429323 Prosorhynchoides sp. (*)

IN182208 Prosorhynchoides borealis

AJ228789 Prosorhynchoides gracilescens

AY222119 Rhipidocotyle galeata

JQ782530 Prosorhynchoides sp.

.94

JQ782531 Prosorhynchoides sp.

JQ782533 Prosorhynchoides sp.

| Bucephalidae

JQ782535 Prosorhyncheides carvajali

JQT782538 Megasolena sp. T
FJ211227 Saccocoelium brayi

FI211252 Saccocoelium tensum
FJ211255 Dicrogaster contracta
FJ211256 Dicrogaster contracta

AY222161 Proctoeces maculatus ]

Haploporidae

Outgroup

JQ782521 Proctoeces lintoni

Figura 5. Topologia filogenética Bayesiana de Bucephalidae e familias estreitamente relacionadas construida a partir do gene 18S rDNA. Os valores
de suporte nos nos sdo mostrados como probabilidades posteriores Bayesianas (> 0,50). A nova sequéncia é destacada com (*).
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|— OK429329 Prosorhynchoides sp. (*)
1

L OK429331 Prosorhynchoides sp. (*)

097

KT273398 Prosorhynchoides paralichthydis

084

KT273399 Prosorhynchoides ovatus
—‘ 0,73

KT273400 Bucephalus gorgon

— IN182210 Prosorhynchoides borealis
4‘ 1

IN182212 Prosorhynchoides borealis
KT273396 Bucephalus cynoscion
1 4‘ 1
1
KT273397 Bucephalus cynoscion

i KT273395 Bucephalus margaritae

Bucephalinae

KT273394 Rhipidocotyle transversale

0,58

AY289241 Bucephalus polymorphus

[— KT273391 Prosorhynchoides megacirrus
1
0,69 ; KT273392 Prosorhynchoides caecorum

KT273383 Rhipidocotyle angusticollis
—‘{ 098

1 KT273387 Prosorhynchoides longoviferus

07

KT273388 Prosorhynchoides scomberomorus

I* EF198191 Dollfustrema vaneyi
1
|

i KT273386 Dollfus hefei Prosorhynchinae

KT273385 Prosorhynchus pacificus

KJ820760 Pseudolepidapedon balistis :I Outgroup
0.04

Figura 6. Topologia filogenética Bayesiana de Bucephalinae e subfamilias estreitamente relacionadas construida a partir das regides ITS1, 5.8S e

ITS2. Os valores de suporte nos nés sdo mostrados como probabilidades posteriores Bayesianas (> 0,50). As novas sequéncias sdo destacadas
com (*).
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4.3 Discussao

Todos os individuos de P. perna aqui analisados tinham mais de 50 mm de
comprimento e, segundo o IBAMA (2006), devem ser classificados como adultos. Os
mexilhdes maiores e, portanto, mais velhos, sdo mais propensos a abrigar infeccées
por bucefalideos (Lasiak 1993). Isto é corroborado pelos nossos dados, onde as
classes de tamanho com maior indice de parasitismo foram as de 80 a 89 mm e 90 a
99 mm. Contudo, as diferengas relacionadas com as classes de tamanho foram
relatadas por Magalhées (1998), que identificou os mexilhdes parasitados da classe
de tamanho de 30 a 40 mm, aumentando gradualmente o nuimero de individuos
parasitados até a classe de 60 a 70 mm, e diminuindo nas classes de tamanho
seguintes.

A intensa coloracdo alaranjada/avermelhada dos esporocistos nos 0rgaos
internos dos mexilhdes machos facilitou a distingdo macroscopica entre individuos
infectados e ndo infectados. No entanto, é necessaria uma avaliacgdo mais
cuidadosa no caso das fémeas, pois, durante o seu periodo reprodutivo, 0s
mexilhdes P. perna machos apresentam manto branco cremoso, e as fémeas,
alaranjado (Lunetta 1969; Resgalla Jr et al. 2008). O mexilhdo de sexo
indeterminado exibia manto transparente, provavelmente associado a fase de
esvaziamento dos foliculos das gbénadas, como relatado por Lunetta (1969), ou
devido a castracdo parasitaria (Magalhdes 1998), uma vez que este individuo estava
altamente parasitado.

Lauckner (1983) relatou que tanto os hospedeiros bivalves machos como
fémeas sdo geralmente infectados e castrados por bucefalideos em proporcdes
semelhantes e que os esporocistos podem infiltrar-se em praticamente todos os
orgaos, com excecao do pé, formando uma rede densamente entrelacada. Todos os
P. perna parasitados exibiram esporocistos e cercarias no manto com focos de
infeccdo opcionais noutros 6rgdos, exceto o pé. Lasiak (1993) também relatou o
manto como a principal fonte de infeccdo, afetando outros 6érgdos em fases de
infeccdo mais avancadas. Embora o numero de fémeas P. perna (36) coletadas
neste estudo fosse ligeiramente superior ao dos machos (32), os machos exibiram a
maior taxa de infec¢do (13 machos x 3 fémeas infectados), em concordéncia com
Addum e Oliveira (2010), que também observaram maior prevaléncia de

bucefalideos nos machos. De acordo com Magalhdes (1998), a preferéncia do
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parasito durante as fases iniciais do ciclo biolégico por manto e glandula digestiva
dos mexilhdes indica a necessidade significativa dos trematédeos por substancias
nutritivas.

As observacdes parasitologicas estereomicroscopicas indicaram 16 mexilhdes
parasitados, enquanto apenas 13 foram confirmados na andlise histopatoldgica,
provavelmente devido ao tamanho restrito das amostras do manto na parafina. No
entanto, uma avaliacdo histopatoldgica positiva foi negativa a primeira vista na
analise estereomicroscopica, devido as baixas cargas parasitarias. Estes métodos
complementares sdo, portanto, importantes para melhor confirmar o parasitismo de
esporocistos e cercarias nos mexilhdes.

Embora néo tenha sido observada qualquer reacéo inflamatéria associada no
manto dos mexilhdes parasitados, 0 intenso parasitismo observado em 69% dos
individuos analisados pode ter contribuido para a auséncia de génadas em 80%
destes moluscos, em contraste com a auséncia de gbénadas em 4% dos mexilhdes
ndo parasitados, tal como revelado pelo exame histopatolégico. Esta hipotese é
apoiada por outros autores que descreveram a castracao de mexilhées parasitados
por Bucephalus spp. (Magalhdes 1998; Silva et al. 2002). Embora o consumo de
mexilhdes parasitados por bucefalideos néo seja prejudicial para humanos (Resgalla
Jr et al. 2008), as possiveis provas de castracdo em P. perna podem comprometer a
renovacao da populacao na area de estudo investigada.

A prevaléncia da infeccao por trematdédeo em P. perna aqui observada foi de
24,6%, proximo do valor reportado por Marchiori et al. (2010) (21,6%), no estado de
Santa Catarina, Brasil. Umiji et al. (1976) relataram prevaléncia mais elevada,
variando de 30 a 35%, proximo a costa do estado de Sdo Paulo. No entanto, esta
prevaléncia difere bastante da maioria dos relatos para a costa brasileira,
geralmente mais baixa, variando de 1,6 a 16,1% (Lima et al. 2001; Silva et al. 2002;
Galvéo et al. 2006; Cochbda & Magalhdes 2008; Garcia & Magalhdes 2008; Addum &
Oliveira 2010; Silva et al. 2012; Carneiro-Schaefer et al. 2017; Stakowian et al.
2020). Foram também identificadas baixas prevaléncias que variam entre 1 a 12%
na costa da Africa do Sul (Lasiak 1993; Calvo-Ugarteburu & McQuaid 1998).
Loureiro et al. (2001) notaram uma associagédo entre o aumento da incidéncia de
parasitas e poluentes ambientais na Baia de Guanabara. Considerando que todos
os mexilhdes examinados eram adultos e que a area de estudo apresenta sinais de

poluicdo (Fries et al. 2019), ndo s6 o tamanho, mas também a qualidade da agua
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pode ser um fator de interferéncia no que diz respeito a elevada prevaléncia de
parasitismo aqui observada.

Os dados moleculares baseados nas regides 28S, 18S e ITS1, 5.8S e ITS2
indicam que as larvas de bucefalideos observadas em P. perna é uma espécie de
Prosorhynchoides. Atualmente, este género compreende 80 espécies aceitas
(WoRMS 2021), com Prosorhynchoides arcuatus (Linton, 1900) que ocorre no Rio
de Janeiro (Kohn 1962), reportado em P. saltatrix. No entanto, ndo ha sequéncias
disponiveis para o adulto desta espécie para comparacdo até a presente data.
Prosorhynchoides carvajali Muiioz & Bott, 2011, descrito em peixes marinhos do
Chile, foi referido em peixes de agua doce (Acestrorhynchus falcirostris (Cuvier,
1819)) no estado do Amazonas (Fernandes et al. 2017). A arvore filogenética do 18S
rDNA incluiu P. carvajali do Chile (Mufioz et al. 2015) e as poucas sequéncias de
bucefalideos disponiveis no GenBank. A analise por IB considerou P. borealis e P.
gracilescens como as espécies mais préximas em comparacdo com a larva que
parasitava os P. perna analisados, enquanto P. carvajali foi colocada num clado bem
diferenciado.

Relatos anteriores de trematdédeos parasitando P. perna no Brasil foram
relacionados principalmente a Bucephalus sp. (Umiji et al. 1976; Lima et al. 2001,
Silva et al. 2002; Galvdo et al. 2006; Cochda & Magalhdes 2008; Garcia &
Magalhdes 2008; Addum & Oliveira 2010; Silva et al. 2012; Carneiro-Schaefer et al.
2017; Stakowian et al. 2020). Marchiori et al. (2010) investigaram o ciclo de vida de
um parasita e 0os seus hospedeiros intermediarios e definitivo, identificando-o como
Bucephalus margaritae Ozaki & Ishibashi, 1934, através de estudos experimentais e
coletas realizadas ao longo da costa do Sul do Brasil. No entanto, ndo existem
sequéncias genéticas disponiveis para os espécimes citados nos estudos acima.
Uma sequéncia de B. margaritae do México foi incluida nas arvores filogenéticas das
regides 28S e ITS1, 5.8S e ITS2, embora ndo tenha ficado proéxima das novas
sequéncias. Bucephalus varicus Manter, 1940 néo foi incluida na arvore 28S rDNA,
pois foi posteriormente considerada sindbnimo de B. margaritae por WoRMS (2021).

As sequéncias de ITS sao utilizadas para explorar a validade das espécies, e
variacbes genéticas inferiores a 1,0% entre sequéncias de espécies digeneas sao
frequentemente consideradas variagfes intraespecificas (Nolan & Cribb 2005).
Sendo assim, as trés sequéncias aqui obtidas das regifes ITS1, 5,8S e ITS2 séo da

mesma especie, visto que a variacao genética observada foi de apenas 0,2%.
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As analises filogenéticas das sequéncias moleculares aqui obtidas revelaram
que o trematodeo detectado em P. perna, esta inserido num clado bem suportado
com representantes da subfamilia Bucephalinae, incluindo espécies pertencentes
aos géneros Prosorhynchoides, Bucephalus e Rhipidocotyle. Um resultado
polifilético semelhante nesta subfamilia foi observado nas arvores filogenéticas de
28S e ITS rDNA relatados em outros estudos (Nolan et al. 2015; Hammond et al.
2020; Shirakashi et al. 2020). Nolan et al. (2015) concluiram que existem problemas
claros com a circunscricdo destes géneros, principalmente devido ao fato de
algumas espécies terem sido transferidas de um destes trés géneros para outro. Isto
explica porque os géneros ndo formaram clados monofiléticos nas &arvores
filogenéticas.

A falta de conhecimento de outros hospedeiros envolvidos no ciclo de vida do
parasito na area investigada e a auséncia de sequéncias de formas adultas
relacionadas para comparacgéo impossibilitaram a identificacdo em nivel de espécie
da larva de Prosorhynchoides sp. aqui relatada. No entanto, este estudo contribui
para o conhecimento de novas sequéncias moleculares de Prosorhynchoides sp.
que parasita P. perna na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro, localizada na costa
Sudeste do Brasil. Outros estudos relativos a este trematédeo em hospedeiros
potenciais neste mesmo local devem ser realizados a fim de compreender o seu

ciclo de vida e os hospedeiros envolvidos.
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5 CAPITULO Il. Fungos filamentosos associados aos mexilhdes

Perna perna

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Coleta e processamento das amostras

Um total de 31 exemplares de P. perna foi coletado em fevereiro, margo e
novembro de 2019, e janeiro de 2020, préximo a Praia de Jurujuba, Niteréi, RJ. Os
mexilhdes foram devidamente acondicionados individualmente em sacos plasticos
estéreis selados para evitar a contaminacdo (Figura 7A). As amostras foram
colocadas em uma caixa de poliestireno e encaminhadas ao laboratério. Os animais
foram pesados ainda dentro dos sacos para evitar contaminacdo. Na capela de fluxo
laminar, os mexilhdes frescos foram lavados externamente com Tween 80 (0,1%) e
agua destilada estéril (Figura 7B). ApGs abertura das valvas com espétula estéril, o
sexo foi determinado e os 6rgaos internos de cada individuo foram separados (pé,
branquias e glandula digestiva) (Figura 7C). No total, 93 amostras foram numeradas,
lavadas com PBS 0,85% e agua destilada estéril, centrifugadas, colocadas em
placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose (BDA) (Difco™) e cloranfenicol, e
incubadas durante sete dias a temperatura ambiente (Santos et al. 2017a). Todas as

conchas foram posteriormente medidas.

5.1.2 Identificagdo dos fungos filamentosos

As colbnias de fungos que cresceram foram transferidas para tubos de ensaio
com tampa contendo BDA para o isolamento (Figura 8A). Para a identificacdo dos
fungos isolados foi realizada a técnica do ponto de in6culo (Pitt & Hocking 2009):
foram utilizadas placas de Petri contendo diferentes meios de cultura (de acordo
com a literatura especifica para identificacdo do género) e incubadas em camara
climatica Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), em diferentes temperaturas,
entre 7 a 21 dias: Agar Extrato de Levedura Czapek (CYA) (Difco™), CYA com
sacarose a 20% (CYA20S) e Agar Extrato de Malte (MEA) (Difco™) a 25 °C, além de
uma quarta placa em CYA a 37 °C.
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Figura 7. Procedimentos das amostras Perna perna para analises dos fungos. A- Mexilhdes
acondicionados individualmente em sacos plasticos estéreis selados B- Lavagem dos
mexilhdes na capela de fluxo laminar. C- Dissec¢éo do mexilh&o.

Figura 8. Fungos isolados das branquias dos mexilh6es Perna perna. A- Fungos que
cresceram em placas de Petri com BDA, sendo isolados em tubos de ensaio contendo o
mesmo meio de cultura. B- Montagem de laminas com pequenas por¢des do fungo que
cresceu em CYA.
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Apés o periodo de incubacdo, foi possivel verificar as caracteristicas
macroscopicas como textura, grau de esporulacdo, cores de micélios, pigmentos
soluveis, exsudados e reversos de coldnias. Posteriormente, laminas de pequenas
por¢cdes do material foram coradas com lactofenol com e sem a adicdo de azul de
algodao (Figura 8B) e observadas sob um microscopio 6ptico Zeiss Axiophot para a
identificagdo das caracteristicas microscopicas. Foram avaliados: cor, dimensao,
forma e textura dos estiletes; presenca e forma da vesicula; padrées de ramificacdo
de conidioforos (pialidos solitarios a multiplos niveis de ramificacdo resultando em
padrées globalmente simétricos ou assimeétricos); presenca ou auséncia de métulas
entre vesiculas e fidlides; presenca, tamanho, forma e ornamentagéo dos conidios; e
ou presenca de conidios com e sem hila protuberante. A técnica de microcultivo
também foi realizada para melhor andalise das caracteristicas microscépicas (Rivalier
& Seydel 1932). As caracteristicas morfologicas foram fotografadas utilizando a
camera acoplada Moticam 10 mp e software Motic images plus v. 2.0 (Motic China
Group Co.). As medidas sdo apresentadas em micrdmetros. As espécies/géneros
foram identificadas seguindo as classificacbes de Raper e Fennell (1965), Ellis
(1971, 1976), Pitt (2000), Klich (2002) e Bensch et al. (2012).

Os dados de prevaléncia e abundancia foram avaliados segundo Bush et al.
(1997) com modificagBes onde a prevaléncia é o numero de hospedeiros infectados
com um ou mais individuos de um determinado género de fungo, dividido pelo
namero total de hospedeiros analisados para aquele fungo; e a abundancia é o

namero de um determinado fungo em relacdo a cada 6rgdo examinado.

5.1.3 Anélises moleculares

Alguns isolados foram repicados em tubos de ensaio contendo BDA. ApGs sete
dias de cultivo, o DNA gendmico desses fungos foi extraido de acordo com Ricci et
al. (2011). A amplificacdo do gene 26S rRNA foi realizada utilizando os primers NL1
(5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5
GGTCCGTGTTTTCAAGACGG-3') (Ricci et al. 2011), e os primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-TCCTCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
foram utilizados para as regides ITS1, 5.8S e ITS2 rDNA (White et al. 1990). Para o
gene 18S rDNA, foram utilizados oS primers FF2 (5"
GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTA-3") e FR1 (5-CTCTCAATCTGTCAATCCTTATT-3")
(Zhou et al. 2000) e EF4 (5-GGAAGGG[G/A]TGTATTTATTAG-3') e EF3 (5™
TCCTCTAAATGACCAAGTTTG-3') (Gontia-Mishra et al. 2014). As PCRs foram
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realizadas com um total de 50 pl, contendo 0,5 ul de Taq polimerase, 1,0 pl de cada
primer com concentracdo final de 10 pmol, 5,0 yl do tampéao kit (10x), 5 pl de
dNTP’s, 3,0 pl de MgCl,, 29,5 ul de agua ultrapura e 5,0 yl de DNA da amostra, e os
parametros de ciclagem utilizados foram realizados conforme descritos por Kurtzman
e Robnett (1998) e pelos autores citados anteriormente. Os produtos das PCRs
foram analisados por eletroforese em géis de agarose a 1,5% em EDTA, corados
com SybrGreen DNA Gel Stain (Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) e visualizados no
transiluminador sob UV. Os amplicons da PCR foram purificados utilizando o
EasyPure® PCR Purification Kit (TransGen Biotech Co., LTD). As reacbes de
sequenciamento do ciclo do DNA foram realizadas pelo método de Sanger e o
sequenciamento foi realizado na Plataforma PDTIS/Fiocruz. As novas sequéncias
geradas de ambas as cadeias foram verificadas e editadas utilizando o software
MEGA versdo X (Kumar et al. 2018), e depois foram comparadas com outras
sequéncias disponiveis na base de dados GenBank empregando o programa BLAST
do NCBI (Altschul et al. 1990).

5.2 Resultados

O comprimento total da concha dos 31 exemplares de P. perna variou de 63 a
115 mm, com uma média de 91,6 + 11,8 mm, e o peso do mexilhdo variou de 21,62
a 113,6 g, com uma média de 60,7 £ 20,3 g. Foram identificados 17 fémeas e 13
machos. Nao foi possivel determinar o sexo de um individuo devido ao manto
transparente.

Aparentemente, nenhuma das amostras mostrou sinais visiveis de
contaminacgdo fungica, porém, apés as culturas, a presenca de fungos filamentosos
foi detectada em 30 dos mexilhBes analisados (96,7%). O Unico mexilhdo né&o
contaminado era macho. No total, 84 colénias de fungos foram isoladas. A
distribuicdo entre os orgaos foi: 30 colénias nos pés, 27 nas branquias e 27 nas
glandulas digestivas. Oito destas coldnias ndo foram identificadas devido a auséncia
de estruturas reprodutivas e foram classificadas como Mycelia sterilia (Anexo B).

Considerando pés, branquias e glandulas digestivas examinadas a partir de
31 mexilhdes, totalizando 93 amostras de 6rgaos, 48,4% (45/93) destes
apresentaram apenas um fungo. Contudo, a contaminacdo multipla de fungos no
mesmo 6rgado também ocorreu com um a dois fungos nos pés e branquias e um a

quatro na glandula digestiva (Tabela 4).
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Tabela 4. Niamero de diferentes fungos filamentosos por 6rgdo encontrados nos
mexilh6es Perna perna coletados préximos a Praia de Jurujuba, em Niterdi, Rio de
Janeiro.

Numero de Pé Branquias Glandula Total de
fungos digestiva orgaos
1 16 (69,6%) 19 (82,6%) 10 (58,8%) 45 (48,4%)
2 7 (30,4%) 4 (17,4%) 5 (29,4%) 16 (17,2%)
3 0 (0%) 0 (0%) 1 (5,9%) 1(1,1%)
4 0 (0%) 0 (0%) 1 (5,9%) 1(1,1%)
Total 23 23 17

Os fungos foram identificados por meio das caracteristicas morfologicas
macroscopicas e microscopicas, com excecao dos géneros Aureobasidium Viala &
Bayer 1891, Didymella Saccardo, 1880 e Phaeoisaria Hohn, 1909 que precisaram de
analises moleculares como complemento. O género mais predominante foi
Aspergillus Micheli, 1729, com um total de 34 colonias que ocorreram em todos 0s
orgdos analisados: 12 nos pés, 13 nas branquias e 9 na glandula digestiva.
Didymella apresentou 30 colbnias, seguida de Penicillium Link 1809 com 9 colbnias;
estas também foram encontradas nos trés oOrgdos examinados de P. perna.
Aureobasidium, Cladosporium Link, 1816 e Phaeoisaria apresentaram uma colonia

cada na glandula digestiva (Tabela 5).

Tabela 5. NUumero de colénias de fungos filamentosos por género isolados de
orgdos de mexilhBes Perna perna coletados préximos a Praia de Jurujuba, em
Niterdi, Rio de Janeiro.

Fungos Pé Branquias Glandula Numero
Filamentosos digestiva  por género
Aspergillus sp. 12 13 9 34 (40,5%)
Didymella sp. 11 11 8 30 (35,7%)
Penicillium sp. 5 2 2 9 (10,7%)
Aureobasidium sp. 0 0 1 1(1,2%)
Cladosporium sp. 0 0 1 1(1,2%)
Phaeoisaria sp. 0 0 1 1(1,2%)
Mycelia sterilia 2 1 5 8 (9,5%)
Total 30 27 27

Os fungos identificados em nivel de espécie foram: Aspergillus awamori
Nakaz, 1907; Aspergillus caespitosus Raper & Thom, 1944; Aspergillus carbonarius
(Bainier) Thom, 1916; Aspergillus flavipes (Bainier & Sartory) Thom & Church, 1926;
Aspergillus japonicus Saito, 1906; Aspergillus niger Tiegh, 1867, Aspergillus sydowii
(Bainier & Sartory) Thom & Church, 1926, Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. 1908;

Penicillium raistrickii G. Sm., 1933 e Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal)
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G. Arnaud, 1918. Essas espécies e 0s outros géneros citados anteriormente séo

analisados a seguir:

Aspergillus awamori

Local: pé e branquias.

Total de colbnias: 6.

Superficie das colbnias é preta em todos os meios de culturas. Colénias com
60 a 68 mm de diametro em CYA a 25 °C; reverso sulcado creme. Col6nias com 58
a 63 mm de diametro em MEA a 25 °C; reverso preto a cinza. Coldnias com 40 a 45
mm de diametro com borda branca e tons amarelados em CYA20S a 25 °C; reverso
amarelado. Col6nias com 50 a 58 mm de diametro em CYA a 37 °C; reverso preto
escuro com borda amarelada (Figura 9A-B). Vesiculas globosas com conidios

marrons e paredes variando de lisas a levemente rugosas (Figura 9C).

Aspergillus caespitosus

Local: pé e glandula digestiva.

Total de colbnias: 5.

Colbnias sulcadas atingindo 25 a 26 mm de diametro em CYA, e 33 a 34 mm
de diametro em CYA20S a 25 °C; coloragcdo da superficie verde a branco, e do
reverso, amarelado. Colbnias lisas verde com borda branca na superficie e no
reverso, atingindo 18 a 20 mm de diametro em MEA a 25 °C. N&do houve
crescimento em CYA a 37 °C (Figura 10A-B). Conidios levemente rugosos
esverdeados (Figura 10C).

Aspergillus carbonarius

Local: pé.

Total de colbnias: 1.

Superficie das colbnias preta em todos os meios de culturas. Coldnias
sulcadas com cor creme no reverso, atingindo 45 a 60 mm de diametro em CYA, e
65 a 68 mm de diametro em CYA20S a 25 °C. Colénias atingindo 55 a 70 mm de
diametro em MEA a 25 °C; reverso cinza. Colonias atingindo 43 a 54 mm de
diametro em CYA a 37 °C; reverso com cinza a amarelado, borda branca (Figura
11A-B). Conidiéforo com conidios rugosos marrons a pretos (Figura 11C), vesiculas
maiores com métulas e fialides, e conidiéforos com parede lisa. Conidios maiores do

que 7 ym.
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Aspergillus flavipes

Local: pé.

Total de colbnias: 1.

Colbnias sulcadas rosadas com tons verdes e brancos, atingindo 28 a 30 mm
de diametro com exsudatos marrons em CYA a 25 °C. Col6énias com coloragdo
verde e branco também sulcadas, atingindo 43 a 45 mm de didmetro em CYA20S a
25 °C, pigmentos sollveis. A coloracgéo do reverso de ambos os meios de cultura era
vermelha/marrom. Col6nias verdes atingindo 21 a 25 mm de diametro em MEA a 25
°C; reverso esverdeado com borda branca. Ndo houve crescimento em CYA a 37 °C
(Figura 12A-B). Conidios esverdeados (Figura 12C).

Aspergillus japonicus

Local: glandula digestiva.

Total de colbnias: 1.

Colbnias pretas a cinza na superficie atingindo 66 a 68 mm de didmetro em
CYA20S a 25 °C; reverso pdlido a amarelado (Figura 13A-B). Cabecas conidiais
unisseriadas, conidios marrons claros predominantemente lisos e vesicula globosa
(Figura 13C).

Aspergillus niger

Local: pé, branquias e glandula digestiva.

Total de colbnias: 8.

Superficie das coldnias preta em todos os meios de culturas. Colbnias
atingindo 50 a 60 mm de diametro em CYA, e 58 a 62 mm de diametro em CYA20S
a 25 °C. O reverso de ambos os meios era levemente amarelado. Col6nias atingindo
50 a 60 mm de diametro em MEA a 25 °C; reverso preto com tons brancos. Colbnias
atingindo 55 a 60 mm de diametro em CYA a 37 °C; reverso preto escuro com tons
amarelados (Figura 14A-B). Cabecas conidiais unisseriadas, conidios rugosos a

espinhosos e menores, com coloragdo marrom escuro a preto (Figura 14C).

Aspergillus sydowii
Local: pé, branquias e glandula digestiva.
Total de colbnias: 3.
Coldnias sulcadas de coloragao verde, branco e rosado atingindo 19 a 20 mm

de diametro com exsudados vermelhos a marrons em CYA a 25 °C; a coloragédo do
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reverso era vermelha/marrom com pigmentacéo difusa da mesma cor. Colonias em
CYA20S a 25 °C semelhantes a CYA, porém, sem exsudados e coloracdo rosa,
atingindo 33 a 35 mm de didametro, com pigmentos sollveis. Col6nias atingindo 22 a
23 mm de diametro em MEA a 25 °C; reverso palido para amarelo. Em todos esses
meios, o reverso tem borda branca. Ndo houve crescimento em CYA a 37 °C (Figura
15A-B). Conidios esverdeados (Figura 15C).

Aspergillus versicolor

Local: branquias.

Total de colbnias: 4.

Colonias sulcadas de coloragdo verde e branca atingindo 22 a 23 mm de
diametro com exsudados vermelhos a marrons em CYA a 25 °C; a coloragdo do
reverso era vermelha/marrom com pigmentacéo difusa da mesma cor. Colénias em
CYA20S a 25 °C semelhantes a CYA, porém, sem exsudados, atingindo 30 a 33 mm
de diametro. Col6nias atingindo 18 a 20 mm de diametro em MEA a 25 °C; reverso
palido para amarelo. Em todos esses meios, 0 reverso com borda branca. Nao
houve crescimento em CYA a 37 °C (Figura 16A-B). Conidios bastante rugosos,

coloragéo cinza esverdeado (Figura 16C).

Didymella sp.

Local: pé, branquias e glandula digestiva.

Total de colbnias: 30.
Coldnias marrons com bordas brancas em todos os meios de cultura, e o reverso
com pigmentacao escura da mesma cor. Colénias sulcadas atingindo 48 a 50 mm de
diametro em CYA, e 40 a 41 mm de diametro em CYA20S a 25 °C. Coldnias
aveludadas atingindo 45 a 48 mm de diametro em MEA a 25 °C. Nao houve
crescimento em CYA a 37 °C (Figura 17A-B). Micélios fortemente pigmentos.
Presenca de pinicidios (Figura 17C). Foram obtidas duas sequéncias moleculares,
sendo uma parcial do 26S rDNA (numero de acesso: ON246999) e outra, das
regides ITS1, 5.8S e ITS2 (ON247031).

Penicillium raistrickii

Local: pé e glandula digestiva.

Total de colbnias: 2.
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Colbnias verdes na superficie e amareladas no reverso, ambos com bordas
brancas, em todos os meios de cultura. Colonias sulcadas atingindo 35 a 40 mm de
diametro com exsudados transparentes em CYA a 25 °C, e 43 a 45 mm de diametro
em CYA20S a 25 °C. Colbnias lisas com crescimento mais lento em MEA a 25 °C,
atingindo 23 a 25 mm de diametro. N&do houve crescimento em CYA a 37 °C (Figura

18A-B). Conidiéforos com conidios redondos e lisos (Figura 18C).

Cladosporium sp.

Local: glandula digestiva.

Total de colbnias: 1.

Colbnias verdes escuras com borda branca na superficie e no reverso em
todos os meios de cultura. Colbnias sulcadas atingindo 26 a 29 mm de diametro em
CYA, e 30 a 31 mm de diametro em CYA20S a 25 °C. Coldnias lisas atingindo 12 a
15 mm de diametro em MEA a 25 °C. Ndo houve crescimento em CYA a 37 °C
(Figura 19A-B). Presenca de hifas septadas com pigmentacdo e conidios redondos
(Figura 19C). Formam estruturas escuras quando ocorre a ruptura das hifas, tanto as
células conidibgenas como as conidias exibem locus conididgenos (cicatrizes) com

uma estrutura coronaria Unica. Ha células de conexao.

Phaeoisaria sp.

Local: glandula digestiva.

Total de colbnias: 1.

Colbnias lisas verdes na superficie e no reservo, atingindo 13 a 18 mm de
didmetro em CYA, 12 a 20 mm de didmetro em MEA, e 5 a 7 mm de didmetro em
CYA20S, todos a 25 °C. O reverso das coldonias em MEA com pigmentacdo escura.
Nao houve crescimento em CYA a 37 °C (Figura 20A-B). Células conidiégenas
marrons claras, aciculares ou cilindricas com parte apical afunilada. Presenca de
hifas septadas (Figura 20C). Foram obtidas duas sequéncias moleculares, sendo
uma parcial do 26S rDNA (ON246998) e outra, parcial do 18S rDNA (ON246995).

Aureobasidium pullulans
Local: glandula digestiva.
Total de colbnias: 1.
ApoOs o isolamento do fungo com coloracdo marrom no tubo de ensaio em

BDA (Figura 21A), ndo houve crescimento em nenhuma das quatro placas.
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Presenca de artroconidios negros em BDA a 25 °C (Figura 21B). Foram obtidas
duas sequéncias moleculares, sendo uma parcial da 18S (ON246994) e outra, das
regides ITS1, 5.8S e ITS2 (ON247030).

5.3 Discussao

Os espécimes de P. perna da Praia de Jurujuba exibiram grande riqueza de
espécies de fungos filamentosos nos oOrgdos internos. Todos os mexilhdes
analisados tinham mais de 50 mm de comprimento e, portanto, foram considerados
adultos e adequados para comercializagcdo e para consumo humano. A poluicédo
ambiental pode influenciar na quantidade e na diversidade de fungos (Wellbaum et
al. 2007). Os mexilhBes aqui examinados foram obtidos numa &rea que apresenta
sinais de poluicdo (Fries et al. 2019), o que reforca a importancia de investigar a
presenca de fungos em P. perna.

Os géneros aqui encontrados sdo membros do maior filo do Reino Fungi, o
Ascomycota. Os ascomicetos sao conhecidos por abrangerem fungos de
importancia ecologica e econdmica, alguns sdo comestiveis e outros atuam como
agentes patdégenos (Watkinson et al. 2015). A taxonomia atual reconhece 339
espécies de Aspergillus, 46 espécies de Aureobasidium, 218 espécies de
Cladosporium, 495 espécies de Didymella, 354 espécies de Penicillum e 39
espécies de Phaeoisaria (Samson et al. 2014; Visagie et al. 2014; Bensch et al.
2018; Index Fungorum 2022).

Os diferentes meios de cultura utilizados influenciaram nas caracteristicas
morfologicas para o mesmo fungo devido aos diferentes nutrientes e temperaturas,
como esperado. Apenas Aspergillus pertencentes a sessao Nigri (Aspergillus
negros) cresceram em CYA a 37 °C. Os meios CYA e MEA sdo os meios de cultura
mais recomendaveis para a identificacdo e caracterizacdo, principalmente para
Aspergillus e Penicillium (Samson et al. 2014; Visagie et al. 2014). Todos os fungos
filamentosos aqui isolados foram cultivados nas quatros placas, no entanto, s6 foram
obtidas col6nias puras de A. japonicus em CYA20S. Por isso, foi possivel somente

obter a imagem dessa placa.
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Figura 9. Caracteristicas morfologicas de Aspergillus awamori apés sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colbnias. B-
Macroscopia do reverso das coldnias. C- Microscopia dos conidiéforos com conidios marrons e vesicula, coloracédo lactofenol em CYA a 25 °C.
Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de Levedura
Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C); estipe (E) e vesicula (V). Barra: 20 pum.
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Figura 10. Caracteristicas morfolégicas de Aspergillus caespitosus apés sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colénias. B-
Macroscopia do reverso das coldnias. C- Microscopia dos conidiéforos com conidios esverdeados, coloragéo lactofenol com azul de algoddo em
CYA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de
Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C); estipe (E) e vesicula (V). Barra: 50 pum.
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Figura 11. Caracteristicas morfologicas de Aspergillus carbonarius apds sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colbénias. B-
Macroscopia do reverso das colénias. C- Microscopia do conidiéforo com conidios marrons e pretos, coloracao lactofenol com azul de algoddo em
CYA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de
Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA), conidios (C) e estipe (E). Barra: 50 pm.
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Figura 12. Caracteristicas morfolégicas de Aspergillus flavipes apds sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colénias. B-
Macroscopia do reverso das colbnias. C- Microscopia do conidiéforo com conidios esverdeados, coloracao lactofenol com azul de algoddo em CYA
a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de
Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C) e estipe (E). Barra: 20 pm.
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Figura 13. Caracteristicas morfologicas de Aspergillus japonicus apés sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colonias. B-
Macroscopia do reverso das colonias. C- Microscopia dos conidiéforos com conidios marrons claros, coloragdo lactofenol em CYA a 25 °C.
Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); conidios (C); estipe (E) e vesicula (V). Barra: 20 pum.
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Figura 14. Caracteristicas morfolégicas de Aspergillus niger apds sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colonias. B-
Macroscopia do reverso das coldnias. C- Microscopia dos conidiéforos com conidios marrons escuros a pretos, coloracédo lactofenol em CYA a 25
°C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de Levedura
Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C); estipe (E) e vesicula (V). Barra: 20 pm.
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Figura 15. Caracteristicas morfolégicas de Aspergillus sydowii apés sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colbnias. B-
Macroscopia do reverso das coldnias. C- Microscopia dos conidiéforos com conidios esverdeados, coloragdo lactofenol com azul de algoddo em
CYA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de
Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C) e estipe (E). Barra: 20 pm.
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Figura 16. Caracteristicas morfologicas de Aspergillus versicolor apds sete dias de incubagdo. A- Macroscopia da superficie das col6nias. B-
Macroscopia do reverso das colonias. C- Microscopia dos conidiéforos com conidios esverdeados, coloracéo lactofenol com azul de algoddo em
CYA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de
Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C); estipe (E) e célula pé (CP). Barra: 50 pum.
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Figura 17. Caracteristicas morfol6gicas de Didymella sp. apds sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das col6nias. B- Macroscopia
do reverso das colbnias. C- Microscopia dos pinicidios marrons, coloracéo lactofenol em CYA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura
Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de Levedura Czapek com sacarose a 20% (CYAZ20S);
Agar Extrato de Malte (MEA) e pinicidios (P). Barra: 20 um.
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Figura 18. Caracteristicas morfolégicas de Penicillium raistrickii apos sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das colonias. B-
Macroscopia do reverso das colénias. C- Microscopia dos conidiéforos, coloracdo lactofenol em CYA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Extrato de
Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de Levedura Czapek com sacarose a 20%
(CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C); fialides (F) e métulas (M). Barra: 20 pm.
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Figura 19. Caracteristicas morfolégicas de Cladosporium sp. apés sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das col6nias. B-
Macroscopia do reverso das coldnias. C- Microscopia do conidiéforo com conidios, coloracdo lactofenol com azul de algoddo em CYA a 25 °C.
Abreviaturas: Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de Levedura
Czapek com sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA) e conidios (C). Barra: 20 pm.
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Figura 20. Caracteristicas morfoldgicas de Phaeoisaria sp. apés sete dias de incubacdo. A- Macroscopia da superficie das col6nias. B- Macroscopia
do reverso das col6nias. C- Microscopia dos conidios e das hifas septadas, coloracéo lactofenol com azul de algoddo em MEA a 25 °C. Abreviaturas:
Agar Extrato de Levedura Czapek a 25 °C (CYA-1); Agar Extrato de Levedura Czapek a 37 °C (CYA-2); Agar Extrato de Levedura Czapek com
sacarose a 20% (CYA20S); Agar Extrato de Malte (MEA); conidios (C); clamiddsporo (CL) e hifa (H). Barra: 20 pm.
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BDA

Figura 21. Caracteristicas morfologicas de Aureobasidium pullulans apds sete dias de incubagdo. A- Crescimento flingico no tubo de ensaio com
Agar batata dextrose. B- Microscopia dos artroconidios negros, coloracéo lactofenol em BDA a 25 °C. Abreviaturas: Agar Batata Dextrose (BDA) e
artroconidios (A). Barra: 20 um.
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Didymella e Phaeoisaria, assim como Cladosporium, sdo fungos dematiaceos
ou de pigmentacdo escura. A identificacdo desses dois fungos apenas por
caracteristicas morfolégicas ndo foi o suficiente, uma vez que as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas para alguns membros de Didymellaceae e
Pleurotheciaceae, respectivamente, sdo semelhantes. Estudos filogenéticos tém
sido desenvolvidos para definir melhor os limites dentro dessas familias (Dong et al.
2021; Magafia-Duefas et al. 2021). No presente estudo, as analises moleculares
complementares permitiram a caracterizagdo de Didymella e Phaeoisaria.

Ao comparar a presen¢ca dos fungos nos diferentes 6rgaos, Aspergillus,
Didymella e Penicillium foram os géneros observados em todos os orgaos de P.
perna, o que parece nao indicar qualquer preferéncia destes fungos por um 6rgéo
especifico. Além disso, uma maior variedade de géneros foi encontrada nas
glandulas digestivas, e a presenca de trés a quatro fungos diferentes sé foi
observada neste 6rgao, fatos estes que podem estar associados a acumulacdo de
substancias nutritivas na glandula digestiva (Magalhdes 1998). Li et al. (2022)
também revelaram uma diversidade de espécies ligeiramente maior na glandula
digestiva de P. canaliculus em comparagdo com branquias, estdbmago e hemolinfa.

Santos et al. (2020) também isolaram Aspergillus sp. e Penicillium sp., além
dos géneros Fusarium Link, 1809 e Pestalotiopsis Steyaert, 1949, em espécimes de
P. perna de Tarituba, Paraty, Rio de Janeiro. No entanto, a frequéncia dos fungos
nao foi informada neste estudo. Assim, ndo foi possivel conhecer o género
predominante naquela regido. Em comparacdo com outros bivalves, estudos
identificaram os mesmos géneros aqui encontrados, com excecao de Didymella sp.
e Phaeoisaria sp. (Zvereva & Vysotskaya 2005; Borzykh & Zvereva 2014; Santos et
al. 2017a). Santos et al. (2017a) relataram dematidceos em N. nodosus na costa do
Rio de Janeiro, contudo, os fungos foram classificados como néo identificados e com
apenas duas colbnias. Estudos realizados em solo arenoso e agua de praias,
relataram que Aspergillus sp. e Penicillium sp. estavam entre os géneros de maior
abundancia (Sarquis & Oliveira 1996; Gomes et al. 2008), o que confirma a presenca
estabelecida desses fungos no ambiente marinho. Considerando que 0s géneros
Aspergillus, Cladosporium e Penicillium foram frequentes em outros estudos, Santos
et al. (2017a) inferiram que a interacdo entre bivalves e fungos pode ser simbidtica,
sem efeitos prejudiciais ou que, a auséncia de efeitos se deve ao curto periodo de
infeccdo. Salazar-Vallejo e Gonzalez (1986) citaram uma relacao simbiotica entre 0os

gastropodes marinhos Collisella Dall, 1871 (considerada sinbnimo de Lottia Gray,
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1833 por WoORMS (2021)), e Didymella conchae Bonar 1936, que furava
frequentemente as suas conchas. No presente estudo, foram observados furos na
parte interna de algumas conchas de P. perna. No entanto, ndo é possivel afirmar
gue esse fato tem associagdo com a presenca de Didymella sp. nesse bivalve. Isso
apenas reforca a importancia de mais investigacoes a esse respeito para um melhor
entendimento dessa interacao.

As espécies de Didymella estdo associadas a doenca ‘crestamento gomoso’
em cucurbitaceas, como melancia e meldo, e as infec¢cbes respiratérias em
humanos, apesar desse ultimo ser considerado raro (Paret et al. 2018; Salehi et al.
2019). No Brasil, os relatos mostravam este género atuando também como
fitopatogénico (Santos et al. 2009; Santos et al. 2017b). H& poucos relatos na
literatura sobre Didymella sp. em moluscos, sendo necessério ser investigado em
relacdo ao consumo de mexilhdes infectados, visto que esse género foi o segundo
de maior ocorréncia aqui encontrado em P. perna. Até onde se sabe, este é 0
primeiro registro de Didymella sp. em bivalves. Phaeoisaria sp. também é registrado
pela primeira vez em bivalves, no entanto, ndo foi abundante, mostrando apenas
uma colénia.

Os géneros Aspergillus, Cladosporium e Penicillium encontrados nos
mexilhdes analisados pertencem ao grupo de fungos filamentosos oportunistas e
produtores de metabdlitos secundarios, compostos denominados de micotoxinas
(Borzykh & Zvereva 2015; Girisham et al. 2016). Entretanto, o nivel de toxicidade
entre os géneros pode ser variavel. Relatos anteriores mostraram que 0S maiores
niveis de toxicidade foram observados em espécies de Penicillium sp. isoladas de
amostras de bivalves, seguidos de Aspergillus sp. (Sallenave-Namont et al. 2000;
Matallah-Boutiba et al. 2012).

H& uma variedade de metabdlitos secundarios fungicos, alguns oferecem
beneficios para a saude e sdo utlizados na biotecnologia industrial como
medicamentos imunossupressores, antibidticos, antioxidantes, entre outras
aplicacbes (Frisvad et al. 2018). No entanto, nem todos os metabdlitos sdo
benéficos. Os efeitos das micotoxinas dependem da dose e do grau de exposicao,
além da suscetibilidade do individuo, e podem variar de agudo a crénico (Knechtges
2012). Entre os fungos identificados neste estudo, A. awamori, A. japonicus e A.
niger sao produtores de Ocratoxina A (OTA) (Oliveri et al. 2008; Zouhair et al. 2017).
Acredita-se que essa micotoxina esteja associada a efeitos degenerativos nos rins e

tumores no trato urinario em humanos (Petkova-Bocharova et al. 1988; Wafa et al.
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1998). Além de OTA, A. niger pode sintetizar outras micotoxinas: acido oxalico e
fumonisinas (B,, B4 € Bg). Os principais efeitos do acido oxalico sao insuficiéncia
pulmonar e renal. No que diz respeito as fumonisinas, podem causar toxicidade
renal e hepatica (Kimmerling et al. 1992; Edrington et al. 1995; Botha et al. 2009;
Mansson et al. 2010; Mogensen et al. 2010). Diversas espécies de Aspergillus séo
capazes de produzir esterigmatocistina ou compostos semelhantes, dentre elas, A.
versicolor e A. sydowii (Purchase & Van der Watt 1973; Davis 1981). A
esterigmatocistina € considerada cancerigena e hepatotoxica. Além de danos ao
figado, pode causar também danos aos pulmdes, rins, pancreas e estbmago (Sumi
et al. 1987; Tongxin et al. 1991). Isto mostra a necessidade de mais estudos de
monitoramento das micotoxinas nos bivalves comestiveis.

E comum o consumo de mexilhdes a fresco e até mesmo crus (Ferreira &
Magalhdes 2004). E importante destacar que a eliminacéo total das micotoxinas nos
alimentos é extremamente dificil, mesmo apos o cozimento (Knechtges 2012). A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu limites méaximos
toleraveis de algumas micotoxinas em alimentos comercializados no Brasil (Brasil
2011, 2017). Das micotoxinas citadas acima, OTA e fumonisinas estdo presentes
nas Resolu¢cdes. Entretanto, ndo foram estabelecidos limites aceitaveis de
micotoxinas para o consumo humano de moluscos bivalves. Na realidade, muitos

alimentos ainda ndo possuem legislacdo especifica.
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6 CAPITULO Ill. Contaminacdo elementar em mexilhdes Perna

perna

6.1 Materiais e Métodos

6.1.1 Coleta e processamento das amostras

Um total de 30 mexilhdes P. perna foram coletados em 2019 na mitilicultura e
nos costdes rochosos adjacentes da Praia de Jurujuba, Niter6i, RJ. As amostras
foram colocadas em uma vasilha contendo 4gua do mar e gelo, e transportadas ao
laboratério em uma caixa de poliestireno. Os animais frescos foram numerados,
pesados (com conchas) e medidos. As valvas foram abertas com o auxilio de uma
lamina e o sexo foi determinado. Os musculos adutores posteriores de cada
individuo foram removidos (Figura 22), pesados (aproximadamente 150 mg), e
congelados (-20 °C) individualmente em tubos estéreis de polipropileno de 15 mL
com tampa de rosca até a andlise. Todos os instrumentos foram limpos com alcool

70% entre as dissecc¢les individuais.

Figura 22. Mexilhdo Perna perna com as valvas abertas, mostrando no detalhe o musculo
adultor posterior (MAP). Barra: 2 cm.

6.1.2 Analise multielementar

Uma andlise multielementar por espectrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) foi realizada no laboratério do Departamento de
Quimica da Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC-Rio). Cada
amostra foi descongelada e misturada com 1 mL de acido nitrico bidestilado sub-
fervido concentrado (Merck, Rio de Janeiro). Esta mistura foi deixada em repouso
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durante a noite a temperatura ambiente nos tubos fechados. Apds 12 horas, a
decomposicao acida foi concluida aquecendo a amostra a 100 °C em um bloco de
aguecimento, por 4 horas em recipientes fechados, evitando a volatilizagcdo de
elementos volateis, como arsénio, mercurio e selénio (Eurachem 1998). As amostras
foram diluidas com agua ultra-pura (resistividade > 18,0 MQ cm) obtida de um
sistema de purificagdo Merck Millipore (Darmstadt, Alemanha) para 10 mL.

Metais e metaldides foram determinados, em quintuplicata, usando calibracao
externa multielementar, por diluicbes apropriadas de uma solucdo padrao mista
(Merck 1V) e usando *°?Rh como padrdo interno a 20 mg L™. As determinacées
foram conduzidas em um Nexlon 300X Perkin Elmer ICP-MS (Norwalk, CT, EUA). A
precisdo do método foi verificada por meio de brancos do procedimento e pela
andlise paralela de um material de referéncia certificado (CRM) (ERM®-BB422,
musculo de peixe), em triplicata. Todos os valores de recuperacdo de CRM estavam
dentro dos padrBes aceitaveis de Eurachem (1998) (Tabela 6), inclusive para
elementos volateis, indicando que o procedimento de preparacdo da amostra é

eficiente e ndo sujeito a perdas.

Tabela 6. Recuperacdes de materiais de referéncia certificadas nas analises de ICP-
MS aqui realizadas.

Elemento Valor certificado Valor observado % Recuperacao
As 12,7+0,7 15,7+ 0,7 124
Cd 0,0075 = 0,0018 0,0049 £ 0,0024 66
Cu 1,67 +0,16 1,62 £ 0,09 97
Fe 94+14 98+2,8 104
Hg 0,601 + 0,030 0,701 £ 0,049 116
Mg 1370 1330 + 38,74 97
Mn 0,368 + 0,028 0,201 £ 0,019 55
Na 2800 2665 + 114 95
Zn 16+1,1 16 £ 0,7 99

Os limites de detecgbes (LOD) para cada elemento investigado foram
calculados como LOQ = (10 * SD * df) / inclinacdo da linha, onde LOQ € o limite de
qualificacdo, DP € o desvio padrédo da razdo do sinal analitico pelo sinal interno
padrao de 10 solucdes em branco e df € o fator de diluicAo da amostra (Inmetro
2016). Os LODs calculados (mg kg™) foram os seguintes: prata (Ag): 0,017; aluminio
(AD: 1,082; arsénio (As): 0,009; cadmio (Cd): 0,009; cobalto (Co): 0,004; cromo (Cr):
0,339; cobre (Cu): 0,146; ferro (Fe): 2,406; mercuario (Hg): 0,020; manganés (Mn):
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0,066; niquel (Ni): 0,486; chumbo (Pb): 0,003; selénio (Se): 0,123; vanadio (V): 0,008
e zinco (Zn): 0,916.

6.1.3 Calculo daingestdo semanal toleravel provisoria

A ingestao semanal toleravel proviséria (PTWI), que compreende o calculo da
guantidade de um alimento especifico que pode ser consumido com seguranca e
sem riscos, foi calculada para cada elemento investigado, usando a taxa média de
consumo de frutos do mar para o estado do Rio de Janeiro (Brasil 2009), uma vez
gue nao ha taxas especificas disponiveis para o consumo de mexilhdes. As médias
de cada elemento nos mexilhdes da Praia de Jurujuba, bem como o maior valor
elementar, para o calculo do pior cenario, foram multiplicados pelo consumo médio
de pescado no Brasil por semana (173,18 g) e divididos pelo peso corporal médio de

um adulto brasileiro (70 kg).

6.1.4 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas usando o pacote de software
Graphpad Prism v.8. A normalidade dos dados de metais e metaldides foi verificada
primeiramente pelo teste de Shapiro-Wilk. Como os dados nao tinham distribuicéo
normal, os dados foram analisados por meio do teste de Mann-Whitney ao nivel de

95% de confianca para avaliar diferencas elementares entre 0s sexos.

6.2 Resultados e Discussao

O comprimento total da concha dos P. perna variou de 63 a 121 mm, com
uma média de 94,2 + 13,5 mm, e o peso do mexilhdo variou de 21,62 a 113,60 g,
com uma média de 63,80 + 21,02 g. Todos os P. perna amostrados tinham mais de
50 mm de comprimento e, portanto, foram classificados como adultos, de acordo
com o IBAMA (2006). Sendo assim, os mexilhdes eram adequados para a
comercializacdo e consequentemente, para 0 consumo humano.

Foram identificados 15 fémeas e 14 machos. Nao foi possivel determinar o
sexo de um individuo devido ao manto transparente. Como ndo foram observadas
diferencas significativas entre as concentragbes elementares dos machos e das
fémeas (p-valor = 0,8719), os dados para ambos os sexos foram combinados e séo

exibidos na Tabela 7. Essa falta de diferenca entre os sexos para todos o0s
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elementos determinados contrasta com relatorios anteriores de outros autores para
a mesma espécie. Por exemplo, Carvalho et al. (2001), Ferreira et al. (2004) e
Campolim et al. (2017) relataram diferengas significativas para Cd, Cu e Ni, com
valores elevados observados em espécimes fémeas de P. perna. Em outra
avaliacdo, Kehrig et al. (2006) reportaram diferencas significativas para as
concentracbes de Hg, sendo maiores em mexilhdes fémeas. Orren et al. (1980)
sugeriram que o acumulo de metal em bivalves esta associado a época reprodutiva,
apos observarem que os mexilhdes fémeas Choromytilus meridionalis (F. Krauss,
1848) exibiram maiores concentracfes de metais apenas no periodo de pré-desova,
ndo exibindo diferencas entre os sexos apos o periodo de reproducédo. No Brasil, os
picos reprodutivos de P. perna ocorrem de abril a junho, bem como nos meses de
setembro e janeiro (Marques 1998). Assim, como as coletas do presente estudo
foram realizadas de fevereiro a marco, os efeitos reprodutivos ndo sdo esperados

nesta época do ano.

Tabela 7. Concentracdes elementares (mg kg™ de peso Umido) em amostras de
mexilhdo Perna perna da Praia de Jurujuba, Niter6i, Rio de Janeiro (n = 30).

Elemento Minima Maxima Média + DP
Ag 0,003 0,051 0,013 £ 0,010
Al 0,000 5,68 0,70+1,19
As 0,27 1,38 0,69 + 0,27
Cd 0,000 0,023 0,005 + 0,006
Co 0,009 0,082 0,025 + 0,016
Cr 0,38 1,06 0,68 +£0,16
Cu 0,227 1,109 0,485+ 0,191
Fe 0,49 20,51 6,12 + 4,22
Hg 0,008 0,040 0,024 + 0,008
Mn 0,41 12,68 2,35+2,48
Ni 0,011 0,613 0,172 +£0,178
Pb 0,012 0,101 0,032 £ 0,019
Se 0,148 0,468 0,284 + 0,087
\% 0,069 0,266 0,164 + 0,047
Zn 6,66 38,16 17,00 + 8,19

DP: desvio padréo.

As concentracbes médias de Fe e Zn foram as mais altas nos bivalves
investigados (Tabela 7). Valores abaixo do LOQ foram encontrados na maioria das
amostras para Ag (25/30, 83,3%), Al (26/30, 86,6%), Cd (23/30, 76,6%) e Ni (27/30,
90%). Algumas concentracdes de Fe e Hg também ficaram abaixo do LOQ, de 4/30

(13,3%) e 11/30 (36,6%), respectivamente. De acordo com Baptista Neto et al.
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(2005), o enriguecimento de certos elementos do meio ambiente, como o Zn, é
geralmente indicativo de desenvolvimento urbano. Esses autores detectaram altos
valores de Zn em sedimentos proximos a area investigada no presente estudo,
associando isso a altos niveis de matéria organica presente em efluentes
domeésticos, 0 que pode ser a causa dos altos niveis aqui observados. O Fe é um
dos elementos mais abundantes na natureza, presente nas rochas. No entanto,
também é detectado em residuos soélidos, esgotos, residuos industriais e fertilizantes
(Alloway & Ayres 1997; Azevedo et al. 2019). Um estudo relativo aos sedimentos de
fundo demonstrou enriguecimento de Fe, dentre outros elementos, em direcdo a
parte interna da Enseada de Jurujuba (Baptista Neto & Silva 1996), que pode ser a
causa das concentracdes de Fe aqui encontrados, visto que a Praia de Jurujuba
esta localizada mais proxima da extremidade dessa enseada. Além disso, Ferreira et
al. (2004) sugeriram que as altas concentragbes de Fe em P. perna s&o devidas aos
substratos ricos em 6xido de ferro no litoral norte do estado do Rio de Janeiro.

Fontes significativas de efluentes industriais estdo presentes na Baia de
Guanabara, como refinarias, estaleiros, depdsitos de lixo e pontos de abastecimento
de combustivel (Resgalla Jr et al. 2008). As principais fontes de contaminacao
elementar para a Enseada de Jurujuba compreendem efluentes domésticos e
industriais ndo tratados e escoamento urbano, além das atividades nauticas e
deposicBes atmosféricas que também contribuem significativamente (Baptista Neto
et al. 2005).

N&do foram realizados muitos estudos sobre contaminacdo elementar em
mexilhées P. perna, tanto no Brasil como em todo o mundo. Uma comparacédo das
concentracbes elementares em P. perna com outros estudos é apresentada na
Tabela 8. As concentracdes médias da maioria dos elementos deste estudo foram
inferiores as dos outros estudos também realizados na Baia de Guanabara, exceto
para as concentracdes de Cr relatadas por Lino et al. (2016), que foram semelhantes
as concentragfes aqui observadas. Este elemento € considerado um dos principais
contaminantes industriais na Baia de Guanabara, embora as concentracdes
elementares nesta regido variem devido a diferentes impactos ambientais e a
qualidade da agua (Kehrig et al. 2007). Em relagdo a outros paises, as
concentracbes médias de Cr aqui detectadas foram superiores as relatadas para P.
perna das costas da Argélia e do Senegal, enquanto as concentracbes médias para
os demais elementos aqui analisados foram menores do que nesses paises
(Belabed et al. 2013; Diop et al. 2016).
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Tabela 8. Comparacéo das concentracfes elementares em mexilhdes Perna perna com estudos realizados em diferentes areas da Baia

de Guanabara e outros paises. Os dados sdo expressos como média + DP (quando disponivel) e intervalo (mg kg™ peso timido*).

Area As Cd Cr Cu Fe Hg Referéncia
Praia de Juruiuba 0,692 £0,270 0,005+0,006 0,687+0,162 0,485+0,191 6,127 £ 4,226 0,024 + 0,008 Presente estudo
] 0,276 - 1,380 0,000-0,023 0,383-1,059 0,227-1,109 0,495 - 20,516 0,008 - 0,040
. . ) 0 0,84 % (-) 209,40 + (-) 59,10 + (-) ) .
Praia de Jurujuba < 0,009 0,30-150  3,90-960,00 3540 - 118,50 Lino et al. (2016)
Fortaleza de Santa _ 0,05 + (-) 0,05+ (-) 1,62 £ (-) ) ) I
= Cruz 004-007  003-010  1,10-2,20 Francioni et al. (2004)
< . 0,03 % (-) 0,05+ (-) 1,13+ (-) -
dIJ llha da Boa Viagem - 0,02 - 0,04 0,03 - 0,07 0,08 - 1,40 - - Francioni et al. (2004)
. 0,04 % (-) 0,08 + (-) 1,96 + (-) P
© - - - -
g Ponte Rio-Niteroi 0.02-0,08 004-011 1,60 - 2.30 Francioni et al. (2004)
c . - i 0,03 % (-) 0,10 £ () 1.80 () i ) —
§ Marina da Gléria 0,02 - 0,04 0,03 - 0,20 1,40 - 2,50 Francioni et al. (2004
o . i 0,07 £ (-) 0,16 £ () 2,05 % () i ) —
2 Praia Vermelha 0,05-0,10 0,08 -0.26 1,40 - 2.40 Francioni et al. (2004)
R Maria da Gldria, Praia 0,038 + 0,023 Kehrig et al.
8 de Boa Viagem e - - - - - 0,017 - 0,068 (2006: 2007)
Ponte Rio-Niteroi ' ' '
Praia do Diabo 4,24 £ 0,22 0,090 + 0,006 - 1,04 + 0,09 - - Lavradas et al. (2016)**
Praia da Urca 2,75+0,16 0,036 £ 0,003 - 1,98 £0,19 - - Lavradas et al. (2016)**
Praia Vermelha 450 £ 0,31 0,115 + 0,006 - 1,58 +0,19 - - Lavradas et al. (2016)**
2.25-5.91 0,021 - 0,150 0,48 - 2,88
" Argélia ) 0,15(%)0,03 0,56(%)0,03 8,02(%)0,74 279,61_i 3,89 0,048(%)0,009 Belabed et al. (2013)
(O]
(2]
\g Senegal 2,21(%)0,71 0,91 % 1,15 0,30(%)0,14 2.82 -'f 0,80 54,00(%)20,01 ) Diop et al. (2016)
[%2]
g Mauritania i 0,432()_;)0,177 ) 1,785 i 0,348 i 0,009:)0,003 Legraa et al. (2019)
>
(e) Venezuela i 4,60 +2,61 7,49 £ 3,50 7,17 + 6,89 158,69 + 78,26 ) Castillo et al. (2005)

@)

@)

@)

@]

* Os resultados de peso seco foram convertidos em peso Umido, estimando 70% de teor de dgua (Carvalho et al. 2001).

** Os autores ndo apresentaram os resultados das concentracdes minimas e maximas das trés areas separadamente.

(-): dados nao relatados.
DP: desvio padréo.
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Tabela 8. Comparacéo das concentracfes elementares em mexilhdes Perna perna com estudos realizados em diferentes areas da Baia
de Guanabara e outros paises. Os dados sdo expressos como média + DP (quando disponivel) e intervalo (mg kg’ peso Gmido*)

[Continuacao].

Area Mn Ni Pb Se \% zZn Referéncia
Praia de Juruiuba 2,356+2481 0,172+0,178 0,032+0,019 0,284 + 0,087 0,164 + 0,047 17,003 £ 8,194 Presente estudo
I 0,411-12,684 0,011-0,613 0,012-0,101 0,148 -0,468 0,069 - 0,266 6,660 - 38,163
. . 6,60 * (-) 0,69 + (-) -x(9) 18,60 + (-) .
_ Praia de Jurujuba 3.00 - 11.40 042 -093 <0,18 - 15.30 - 21.30 Lino et al. (2016)
@ 48,27 £ (-) .
& Fortaleza de Santa Cruz - - - - - 30,97 - 59,23 Francioni et al. (2004)
: ~ 3243+ () .
g llha da Boa Viagem - - - - - 17.81 - 49,33 Francioni et al. (2004)
2 Co 41,95+ () I
[+ - - _ - _ - 1
c Ponte Rio-Niteroi 2579 - 6142 Francioni et al. (2004)
3 . L 31,95+ (1) -
g Marina da Gléria - - - - - 26,68 - 37.05 Francioni et al. (2004)
© . 30,49 £ () I
\% Praia Vermelha - - - - - 2081 - 40 52 Francioni et al. (2004)
@ Praia do Diabo - 2,57+0,34 0,10 £ 0,02 0,86 + 0,06 - 48,21 + 2,17 Lavradas et al. (2016)**
Praia da Urca - 2,30+0,19 0,28 + 0,06 0,79+ 0,03 - 68,42 + 5,09 Lavradas et al. (2016)**
Praia Vermelha - 3,94 +0,81 1,19+0,24 1,15+ 0,12 - 70,64 + 10,51 Lavradas et al. (2016)**
0,84 - 7,56 0,036 - 2,10 0,48 - 1,65 31,59 - 109,26
" Argélia 6,68(%)0,40 2,70:)0,68 0,50(1_:)0,05 i ) 107,69_i 1,62 Belabed et al. (2013)
(O]
(2]
\g Senegal 0,78(%)0,40 2,08:)1,55 0,4li_ 0,36 0,28(7_:)0,08 0,59(’30,62 46,80 i 12,30 Diop et al. (2016)
(%]
g Mauritania - - 0,210 % 0,054 - - 35’712_i 4,665 Legraa et al. (2019)
>
O Venezuela i 5,76 £ 2,68 9,76 £5,39 i 167,75 £ 149,58 Castillo et al. (2005)

@)

)

@)

* Os resultados de peso seco foram convertidos em peso Umido, estimando 70% de teor de dgua (Carvalho et al. 2001).

** Os autores ndo apresentaram os resultados das concentracdes minimas e maximas das trés areas separadamente.

(-): dados nao relatados.
DP: desvio padréo.
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Lino et al. (2016) relataram altas concentracdes de Cu e Fe em mexilhdes na
Praia de Jurujuba, aproximadamente 430 e 10 vezes maiores do que as observadas
aqui, respectivamente. Em 2013, o programa “Enseada Limpa” foi implementado na
area amostrada com o objetivo de reduzir a poluicdo da Baia de Guanabara. As
acOes estabelecidas incluem iniciativas de educacdo ambiental para melhorar a
gestdo de residuos solidos e a expansdo da rede coletora de esgotos, e séo
realizadas andlises semanais ou mensais da qualidade da &gua para avaliar a
eficiéncia destas acbes. Com base nesses monitoramentos semanais € mensais, a
Companhia Ambiental do estado de S&o Paulo desenvolveu um indice de
Balneabilidade que representa uma sintese da qualidade das 4guas monitoradas ao
longo do ano (PNQA 2021), categorizado da seguinte forma: Excelente (classificado
como excelente em 100% do ano), Bom (classificado como adequado para
atividades balneares durante 100% do ano, exceto os classificados como excelentes
em 100% do ano), Regular (classificado como inadequado abaixo de 50% do ano) e
Ruim (classificado como inadequado igual ou superior a 50% do ano). Os indices de
balneabilidade da Praia de Jurujuba foram de 27,69% em 2013, aumentando para
55,98% em 2018 (Niterdi 2017, 2019). Embora ainda inadequada para o banho,
essa diferenca € significativa, indicando aumento da qualidade da agua na area, o
que pode ser responsavel pela diminuicdo das concentracfes de metais aqui
observadas nos mexilhdes P. perna quando comparados ao estudo realizado na
mesma area por Lino et al. (2016).

Os valores de Se relatados por Diop et al. (2016) foram semelhantes aos
identificados aqui, enquanto as concentracdes médias de Hg e Mn foram 2 e 3 vezes
maiores do que as encontradas por Legraa et al. (2019) e Diop et al. (2016),
respectivamente. Concentragbes elementares mais altas em comparagdo com 0
presente estudo foram identificadas em P. perna da costa venezuelana. Os autores,
entretanto, ndo mencionam se 0s valores representam 0 peso seco ou Umido
(Castillo et al. 2005), impedindo novas discussdes. Como mencionado
anteriormente, estudos sobre P. perna sdo escassos, e outras comparacdes na
América do Sul sé podem ser feitas com outras espécies, como Ameghinomya
antigua (King & Brodery, 1932), Aulacomya atra (Molina, 1782) e Mytilus chilensis
Hupe, 1854, da Argentina e do Chile, que apresentaram concentragcbes médias
abaixo das deste estudo apenas para Cr, entre 0,129 e 0,135 mg kg™ peso Gmido
(Tapia et al. 2010; Conti et al. 2011).
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As comparacdes elementares com 0s niveis maximos permitidos estabelecidos
pelas agéncias reguladoras brasileiras e internacionais sao apresentadas na Tabela
9. A maioria das médias detectadas neste estudo encontra-se abaixo dos niveis
permitidos pelos 6rgéos reguladores nacionais e internacionais, com excecéao do Cr
e do As. Em relacdo ao primeiro elemento, todas as amostras ultrapassaram o limite
de 0,10 mg kg' determinado pela ANVISA (1965). No que se refere ao As, a
concentracdo média aqui observada foi apenas superior a estabelecida para o
Ministério da Saude da Republica Popular da China (MHPRC 2012), com 24
amostras acima de 0,50 mg kg™. Por outro lado, apesar da concentracdo média de
As estar abaixo dos limites estabelecidos pela legislacdo brasileira (ANVISA 1965,
2013) e pelos Padrbes Alimentares Australia Nova Zelandia (FSANZ 2017), quatro
amostras continham valores de As superiores a esses limites. Vale ressaltar que o
documento mais recente da ANVISA é acordado entre paises do Mercado Comum
do Sul (MERCOSUL). Com relacdo ao Se, 12 amostras ultrapassaram o limite da
ANVISA (1965), enquanto para o Zn, trés amostras ficaram acima do valor indicado
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA 2007).

Nenhuma legislacéo especifica para limites de Cr, Cu, Ni, Se e Zn em animais
aquaticos estd disponivel no Brasil, portanto, foi utilizada a legislacdo que
estabelece valores genéricos para diversos alimentos. Na verdade, Campolim et al.
(2018) reforcaram a necessidade de incluir e atualizar os limites de concentracao
desses elementos especificamente para animais aquaticos. No que diz respeito as
concentracbes maximas estabelecidas para As, Cd, Hg e Pb, sdo especificas para
moluscos bivalves. Nota-se a falta de limites legais para muitos elementos nas
regulamentacdes brasileiras e internacionais. Isso reforca a necessidade de
estabelecer esses limites a fim de possibilitar um controle mais eficiente de
contaminantes em animais aquaticos, enquanto variacdes entre os 6rgdos quanto
aos limites aceitos de alguns elementos também s&o observadas, o que levanta
preocupacdes para a saude humana (Hauser-Davis et al. 2016; Campolim et al.
2018).
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Tabela 9. Concentracbes médias de elementos no masculo adutor de amostras de mexilhdo Perna perna da Praia de Jurujuba, Niterdi,
Rio de Janeiro em comparacdo com a legislacéo brasileira e internacional (mg kg™ peso imido).
Madia ANVISA  ANVISA EC FAO/WHO FSANZ MAFF MHPRC USEPA
(1965)  (2013) (2006) (2000) (2017) (1998) (2012) (2007)

Ag 0,01 - - - - - - - -
Al 0,698 - - - - - - - -
As 0,69 1,00 1,00 - - 1,00 - 0,50 -
Cd 0,005 1,00 2,00 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 2,00
Co 0,025 - - - - - - - -
Cr 0,68 0,10 - - - - - 2,00 -
Cu 0,48 30,00 - - - - 20,00 - 20,00
Fe 6,12 - - - - - - - -
Hg 0,024 0,50 0,50 0,50 1,00 050 0,30 0,50 -
Mn 2,35 - - - - - - - -
Ni 0,172 5,00 - - - - - - -
Pb 0,032 2,00 1,50 1,50 - 2,00 500 1,50 0,80
Se 0,284 0.30 - - - - - - -
Vv 0,164 - - - - - - - -
Zn 17,00 50,00 - - - - 50,00 - 30,00

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

EC: Comunidade Europeia.

FAO/WHO: Organiza¢éo das Nac¢bes Unidas para a Alimentag&o e a Agricultura / Organizacdo Mundial da Saude.

FSANZ: Padrdes Alimentares Austrélia Nova Zelandia.

MAFF: Ministério da Agricultura, Florestas e Pescas (Japao).

MHPRC: Ministério da Saude da Republica Popular da China.

USEPA: Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos.

* Niveis mais elevados em moluscos sdo permitidos se Cu e Zn forem de ocorréncia natural, atingindo até 500 mg kg'l e 100 mg kg'l de peso
umido, respectivamente.
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O Cr € um elemento essencial para o metabolismo humano quando presente
em pequenas quantidades (Coleman et al. 2017), embora alguns estudos indiquem
que o Cr pode ser carcinogénico em humanos através da ingestéo (Linos et al. 2011,
Wang et al. 2011). Todas as amostras de mexilhdes aqui avaliadas ultrapassaram o
limite estabelecido pela legislacdo brasileira. Porém, o consumo dos mexilhdes
avaliados seria adequado segundo a agéncia chinesa. Lino et al. (2016), ao avaliar
Cr em P. perna amostrados em quatro diferentes localidades do litoral do Rio de
Janeiro, observaram que as concentracdes médias ultrapassaram o limite toleravel
para consumo humano pela ANVISA para este elemento, mesmo em areas menos
impactadas. Resultados semelhantes foram relatados para a Baia de Santos e a
Baia de Ubatuba, ambas no estado de S&o Paulo (Avelar et al. 2000; Campolim et
al. 2018).

No que diz respeito ao Se, também um elemento essencial, a concentracao
média deste elemento ficou muito préxima do limite da ANVISA (1965), com quase
metade das amostras ultrapassando este valor, indicando potenciais preocupacoes
de risco a saude humana. MacFarquhar et al. (2010) relataram que em 2008 houve
um surto nos EUA de toxicidade por Se associada a um suplemento dietético liquido.
A alta concentracdo desse elemento resultou em diarreia, nausea, cansaco, queda
dos cabelos, dores de cabeca e nas articulagdes, descoloracdo ou fragilidade das
unhas, erupcdo cutdnea e mau halito. Alguns sintomas persistiram por 90 dias ou
mais. Assim, as preocupacdes quanto ao conteudo de Se nos mexilhdes P. perna
agui analisados séo importantes.

O As é considerado equivocamente como metal, sendo na realidade um
elemento metaldide ndo essencial, apresentando caracteristicas entre metais e nao
metais, além de ser potencialmente toxico (Rosa et al. 2012; Cullen & Reimer 2017),
dependendo de sua especiacdo ambiental. A Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC 2012) na Franca, classifica o As como carcinogénico do Grupo 1 para
humanos, afetando pulm&o, bexiga e pele. Apesar de poucas amostras terem
apresentado concentracdes superiores as estabelecidas pela agéncia brasileira para
este elemento, esse resultado ndo pode ser negligenciado. Considerando o nivel
maximo toleravel da agéncia chinesa, 80% das amostras ultrapassariam o limite.

Altas concentracdes de As e Se também foram identificadas em amostras de
P. perna de trés diferentes areas da Baia de Guanabara, além da Baia de llha
Grande e regides costeiras do estado de Sao Paulo (Catharino et al. 2012; Lavradas
et al. 2016). Barbosa et al. (2019) também detectaram concentracbes de As e Se

65



acima dos limites da ANVISA em diferentes bivalves, como Anomalocardia brasiliana
(Gmelin, 1791), Iphigenia brasiliana (Lamarck, 1818), Lucina pectinata (Gmelin,
1791) e Trachycardium muricatum (Linnaeus, 1758) da Baia de Todos os Santos, na
Bahia. No Brasil, porém, as avaliacbes de As e Se em bivalves sdo menos
frequentes e nota-se a falta de dados sobre esses elementos, especialmente em P.
perna.

As concentracfes de Zn neste estudo estiveram dentro dos niveis permitidos
pela agéncia brasileira, conforme observado em outros estudos realizados na Baia
de Guanabara para a mesma espécie (Francioni et al. 2004; Lino et al. 2016). Para a
agéncia americana, que estabelece um limite mais restrito para este elemento, o
consumo de mexilhdes ndo seria considerado seguro, pois algumas amostras
estavam acima do limite estabelecido, e o consumo excessivo de Zn a longo prazo
pode levar a anemia, leucopenia e neutropenia em humanos (Porea et al. 2000; Igic
et al. 2002).

Os elementos Cd, Cu, Hg, Ni e Pb ndo parecem ser poluentes preocupantes
para a area investigada, uma vez que as concentracdes detectadas nas amostras de
P. perna ficaram bem abaixo dos valores maximos toleraveis. Novos estudos com
amostras de tamanhos maiores devem ser realizados para melhor avaliar os riscos
associados ao consumo de mexilhdes na area de estudo.

Os mexilhdes sdo geralmente ingeridos inteiros. Neste estudo, apenas o
muasculo adutor posterior do animal foi analisado, e, mesmo assim, foram
encontradas concentracdes superiores aos niveis permitidos pela ANVISA. Embora
um efeito de diluicdo seja observado em alguns mariscos quando todo o tecido é
analisado, concentracbes mais altas podem potencialmente ser detectadas ao
analisar os animais inteiros na area de estudo. Portanto, o consumo de P. perna na
area investigada pode resultar em preocupacdes de saude publica para alguns dos
elementos avaliados. Levando isso em consideracao, a PTWI também foi calculada
para cada elemento e comparada aos valores de referéncia propostos pela
Organizagdo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura/Organizacao
Mundial da Saude (FAO/WHOQO) (Tabela 10).

No presente estudo, os valores estimados de ingestdo alimentar semanal do
musculo adutor posterior de P. perna n&o estavam acima de nenhum dos limites
impostos pela FAO/WHO para qualquer um dos elementos avaliados. E importante
notar, entretanto, que apenas o musculo adutor foi avaliado aqui. Além disso, certas

populacdes, como o0s pescadores, consomem quantidades significativamente
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elevadas de seus itens de captura, tornando-se assim altamente vulneraveis a
degradagéo e contaminacéo ambiental (WHO 2005). Na verdade, essas populacdes
sdo consideradas vulneraveis pelo Ministério do Meio Ambiente do Brasil (Brasil
2006, 2007). Portanto, recomenda-se o biomonitoramento continuo dos mexilhdes P.
perna na area de estudo, principalmente quando se tem em conta as crescentes
mudancas climaticas, mais devastadoras nas &reas costeiras (EC 2021) e
compreendendo fatores aceleradores da lixiviagdo de metais dos sistemas de solo
para as aguas superficiais (Wijngaard et al. 2017), e afetando estuarios, em

particular, modificando a biodisponibilidade de metais (Machado et al. 2016).

Tabela 10. Ingestdo Semanal Toleravel Provisoria (PTWI) estimada de amostras de
mexilhdo Perna perna da Praia de Jurujuba, Niter6i, Rio de Janeiro em comparacao
com PTWI recomendado da FAO/WHO (ug kg™ de peso corporal).

Elemento Média PTWI Pior cenario PTWI FAO/WHO PTWI
Ag 0,07 0,13 -

Al 7,77 14,06 2000°

As 1,71 3,47 Retirado”
cd 0,04 0,06 72

Co 0,06 0,20 700¢

Cr 3,45 5,37 -

Cu 1,31 4,52 35002

Fe 16,64 50,76 56002

Hg 0,07 0,10 1,6 (MeHg)?
Mn 5,83 31,38 9802°

Ni 1,43 1,52 352P

Pb 0,08 0,25 Retirado”
Se 0,73 1,56 -

V 0,40 0,66 -

Zn 41,47 94,41 70002

4 FAO/WHO (2004).

® Calculado por uma semana.

° FAO/WHO (2011a).

4 EVM (2002).

* PTWIs anteriormente estabelecidos para As e Pb de 15 e 25 ug kg* de peso corporal,
respectivamente, foram retirados pela WHO por ja ndo serem considerados adequados, e ainda néao
foram estabelecidos novos PTWIs FAO/WHO (2011b; 2011c).
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7 CAPITULO IV. Espectroscopia de infravermelho préximo como

ferramenta de controle na comercializagao de Perna perna

7.1 Materiais e Métodos

7.1.1 Coleta e processamento das amostras

No periodo entre 2019 e 2021, foram coletados 176 mexilhdes, dos quais 92
eram da Praia de Jurujuba, em Niter6i e 84 da Praia Vermelha, no Rio de Janeiro.
Os mexilhdes eram provenientes dos costdes rochosos, embora também tenham
sido obtidos espécimes da mitilicultura de Jurujuba. As amostras foram colocadas
em uma vasilha contendo agua do mar e gelo, e transportadas em uma caixa de
poliestireno ao laboratério. Foram registados o peso dos mexilhdes (com conchas) e
o comprimento das conchas. Uma vez que néo foi encontrada na literatura nenhuma
classificacdo para individuos entre > 30 mm a < 50 mm de comprimento, esta faixa
de tamanho foi aqui considerada jovem. As valvas foram abertas com a ajuda de
uma lamina para a retirada do conjunto muscular, que mais tarde foi pesado. O
conjunto muscular inclui os masculos retrator anterior, mediano e posterior do bisso,
0 musculo adutor das valvas e o musculo retrator do pé (Ferreira & Magalhdes
2004). O sexo foi determinado e os fragmentos de tecidos de mexilhdo foram
recolhidos e congelados para analises moleculares. Todas as ferramentas de

dissecacéao foram limpas com etanol a 70% entre as dissecc¢des individuais.

7.1.2 Anélises moleculares

A extracdo de DNA dos mexilhdes congelados de ambas as areas foi
realizada para confirmacdo das espécies utilizando o Mini Kit QlAamp DNA (Qiagen,
Hilden, Alemanha), seguindo as recomendacdes do fabricante. As regibes ITS1,
585 e ITS2 rDNA foram amplificadas usando os primers BD1 (5'-
GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3) e BD2 (5-TATGCTTAARTTCAGCGGGT-3")
(Luton et al. 1992), e para a amplificacdo do gene mitocondrial COI foram utilizados
0os primers LCO1490 (5'-GGGTCAACAAAAATCATAAAGATTGGG-3') e HCO2198
(5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAAAAATCA-3') (Folmer et al. 1994). As PCRs
foram realizadas com um total de 15 pl, contendo 7,5 pyl de GoTaq® Colorless
Master Mix (Promega), 1,5 ul de cada primer com concentragéo final de 10 pmol, 2,0

Ml de agua ultrapura e 2,5 pyl de DNA da amostra, e os parametros de ciclagem
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utilizados foram aqueles conforme descritos pelos autores citados anteriormente. Os
produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em géis de agarose a 1,5%
em EDTA, corados com SybrGreen DNA Gel Stain (Invitrogen, Eugene, Oregon,
EUA) e visualizados no transiluminador sob UV. Os amplicons da PCR foram
purificados utilizando o ExoSap-IT (USB® Products Affymetrix Inc., Cleveland, Ohio,
EUA). As reagdes de sequenciamento do ciclo do DNA foram realizadas usando o
BigDye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o
sequenciamento foi realizado por meio da PDTIS/Fiocruz. As novas sequéncias
geradas de ambas as cadeias foram verificadas e editadas utilizando o software
MEGA versédo X (Kumar et al. 2018), e depois foram comparadas com outras
sequéncias disponiveis na base de dados GenBank empregando o programa BLAST
do NCBI (Altschul et al. 1990).

7.1.3 Medicao dos espectros

Os mdasculos e as conchas foram analisados frescos, utilizando o
espectrofotometro de infravermelho préximo com transformada de Fourier (FT-NIR)
ABB Boomen MB3600, apresentando tamanho total da janela de 2 cm. As conchas
foram lavadas para remover qualquer possivel residuo e colocadas sobre papel
absorvente até secarem completamente, em temperatura ambiente. O excesso da
umidade dos musculos foi removido usando também um papel absorvente. A
metodologia adotada foi realizada de acordo com Valladares et al. (2021), com
algumas modificacbes. As amostras foram analisadas individualmente e de forma
aleatéria. Os musculos foram analisados em frasco de vidro transparente de 20 mL
da Thermo Fisher Scientific (Figura 23A). Os espectros das conchas foram obtidos a
partir da regido cicatrizada do musculo adutor posterior das valvas direitas (Figura
23B). Esta regiao corresponde a parte mais larga da concha de P. perna, ocupando
toda a janela do equipamento. A parte interior da concha foi escolhida para evitar
qualquer interferéncia de outros organismos, tais como algas e cracas, que
normalmente se aderem a concha externamente. Para cada amostra, foram obtidos
50 espectros da mesma area, medidos como absorbéancia, dos quais foi calculado
um espectro médio representativo com uma resolucdo de 16 cm™. Os espectros
formados foram decorrentes da interacdo da onda eletromagmética com a amostra,
dentro de um intervalo de comprimento de onda de 750 a 2.500 nm. Um frasco de
vidro, com as mesmas especifica¢des, contendo spectralon em pé foi utilizado como
referéncia espectroscopica para todas as analises.
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Figura 23. Aquisicdo dos espectros por espectrofotdmetro de infravermelho proximo a partir
do mexilhdo Perna perna. A- Espectros obtidos do conjunto muscular. B- Espectros obtidos
da valva direita.

7.1.4 Analises quimiométricas

As analises quimiométricas foram realizadas através do software Unscrambler
X versdo 10.4, onde os espectros brutos foram pré-processados utilizando o
procedimento de alisamento Savitzky-Golay (janela de 31 pontos e polinbmio de 22
ordem) e a derivada Savitzky-Golay de 12 ordem (janela de 15 pontos e polinémio de
22 ordem), para minimizar possiveis variacdes referentes a ruidos que poderiam
afetar os resultados finais. Os dados foram incialmente analisados usando a Analise
de Componentes Principais (PCA), para verificar a presenca de agrupamentos entre
as amostras. Em seguida, foi utilizada uma analise classificatoria para
reconhecimento de padrdes. Para tanto, foi escolhida a Analise Discriminante Linear
(LDA), que permitiu verificar o quanto de acertos o modelo espectrofotométrico
construido foi capaz de reconhecer (Ferreira 2015).

7.1.5 Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graphpad Prism
versdao 9. A normalidade dos dados de pesos dos musculos foi verificada
primeiramente pelo teste Shapiro-Wilk. Como os dados nao tinham distribuigdo
normal, os dados foram analisados por meio do teste de Mann-Whitney ao nivel de
95% de confianga, para avaliar diferencas dos pesos entre os mexilhnbes de cada

praia e entre os mexilhdes jovens e adultos.
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7.2 Resultados

A maioria dos mexilhdes analisados tinha conchas completamente marrom,
embora algumas conchas tivessem uma ligeira tonalidade esverdeada sob o
marrom. As sequéncias de DNA obtidas em ambas as areas investigadas eram
compativeis com as de P. perna e novas sequéncias das regifes ITS1, 5.8S e ITS2
e COI foram depositadas no GenBank sob os numeros de acesso OM333735 e
OM333930 da Praia de Jurujuba, e OM333736 e OM333931 da Praia Vermelha.

Na Tabela 11 encontram-se os dados biométricos (comprimento total da
concha, peso do animal, do conjunto muscular, e sexo) dos mexilhdes por area de
amostragem. Em ambas as areas havia individuos machos, fémeas e de sexo
indeterminado, exceto no grupo dos < 50 mm na Praia Vermelha, que ndo havia
nenhum de sexo indeterminado. Nao foram observadas diferencas significativas
entre 0os pesos dos musculos dos mexilhdes da Praia de Jurujuba e da Praia
Vermelha (p-valor = 0,1199). Contudo, diferencas significativas foram vistas entre os
pesos dos musculos dos mexilhdes jovens e adultos, tanto globalmente como em

cada praia (Qquando analisadas separadamente) (p-valor < 0,0001).

Tabela 11. Dados biométricos dos mexilhBes Perna perna analisados por area de
amostragem. Os dados sao expressos como 0s valores minimos - maximos
(médias).

Areade Comprimento Peso do Peso do Sexo Sexo
estudo da concha mexilh&o conjunto  <50mm >50 mm
(mm) (9) muscular
Q)
Praiade 31-121 2,7-113,6 0,1-41 F: 20 F: 26
Jurujuba  (64,2) (29,8) (1,0) M: 21 M: 21
IND: 2 IND: 2
Total 43 49
Praia 30-81 4,3-37,2 01-14 F: 20 F: 18
Vermelha (52,6) (12,9) (0,5) M: 19 M:14
IND: O IND: 13
Total 39 45

F: fémea; M: macho; IND: indeterminado.

Na PCA dos dados do NIRS sobre o conjunto muscular dos espécimes
coletados nas duas praias do estudo em funcdo do tamanho dos mexilhdes, houve
uma separacdo clara dos espécimes < 50 mm e > 50 mm no eixo PC-1 (88%)
(Figura 24A). A porcentagem de acertos obtidos pela LDA foi de 66,03%, com a

maioria dos erros registrados nos mexilhdes < 50 mm. A mesma andlise foi realizada
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entre todas as amostras de conchas das duas areas, demostrando uma possivel
separacao das pontuagcbes em funcado do PC-2 (18%) (Figura 24B). Com base na
classificacdo LDA das conchas, a porcentagem de acertos foi de 78%.

A PCA dos perfis musculares da Praia Vermelha revelou um principio de
separacao entre os mexilhdes < 50 mm e > 50 mm, embora muitas pontuacdes se
sobrepusessem, enquanto que os perfis da Praia de Jurujuba foram mais claramente
separados. Os PC-1 captaram 85% da variagdo dos dados espectrais da Praia
Vermelha e 90% da Praia de Jurujuba (Figura 25A-B). O LDA alcancou a precisao
de 68% para a classificacdo dos mexilhdes na primeira area, e na segunda, foi de
78,6%. A maioria dos erros musculares foi identificada novamente em individuos
menores que 50 mm.

Os resultados das conchas produziram desempenhos semelhantes aos
resultados dos musculos, ao analisar os mexilhdes separadamente por localidade.
Considerando que apenas parte da concha foi analisada no NIR, o resultado da
classificagdo LDA, separando por tamanho, obteve 62,5% de acertos entre 0s
espécimes coletados na Praia Vermelha e 92,3% entre os espécimes coletados na
Praia de Jurujuba.

Ao analisar o conjunto muscular apenas dos mexilhdes adultos (> 50 mm), os
espécimes das duas praias do estudo foram bem distinguidos (85%) com o eixo PC-
1 (Figura 26). A precisao da classificacéo utilizando LDA foi de 85,7%.

72



0,1 4

PC-2 (9%)
=
[
.. a .‘ -
LY
& |
o ¥
..
@
-3

-01

PC-1(88%)
W<50mm @ >50 mm

PC-2 (18%)

-01 - )
-0.1 0 0,1
PC-1(76%)

Hm<50mm ® >50 mm

Figura 24. Andlise de Componentes Principais dos mexilhdes Perna perna coletados na
Praia de Jurujuba e na Praia Vermelha das cidades de Niter6i e Rio de Janeiro,
respectivamente (estado do Rio de Janeiro). A- Espectros por NIR obtidos a partir dos
musculos. B- Espectros por NIR obtidos a partir das conchas.
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Figura 26. Analise de Componentes Principais dos espécimes de Perna perna maiores que
50 mm de comprimento total de concha coletados na Praia de Jurujuba e na Praia Vermelha
das cidades de Niter6i e Rio de Janeiro, respectivamente. Espectros de NIR obtidos a partir
dos musculos dos mexilhdes.

7.3 Discussao

A falta de monitoramento regulamentar no tamanho do P. perna extraido dos
estoques naturais foi registrada em diferentes estados brasileiros (Sodré et al. 2008;
Casarini & Henrigues 2011; Rech & Scherer 2020). A fim de evitar potenciais
impactos ambientais, que podem comprometer a sobrevivéncia a longo prazo dos
estoques naturais, € necessario implementar procedimentos de monitoramento mais
rigorosos e aplicar melhor a regulamentacédo existente.

Apesar da pequena variacdo na cor das conchas, as andlises moleculares
confirmaram que os mexilhbes de ambas as areas aqui investigadas pertenciam a
mesma espécie, P. perna.

As variagOes sazonais, a fase reprodutiva e o sexo do individuo podem afetar
a composicdo bioquimica de um mexilhdo (Resgalla Jr et al. 2008). No Brasil, a
reproducdo de P. perna atinge picos em janeiro, abril, maio, junho e setembro
(Marques 1998). As amostras analisadas no presente estudo foram coletadas tanto
durante um destes picos (janeiro) como durante periodos de reprodugdo menos
intensa (fevereiro, marco, julho e novembro). Em novembro, os mexilhdes foram

coletados da mitilicultura. Perna perna cresce mais lentamente em ambientes
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naturais do que os individuos cultivados, demorando aproxidamente 14 meses para
atingir um comprimento de 50 mm (Henriques et al. 2001). Vérios fatores podem
influenciar o tempo de crescimento, incluindo a quantidade e qualidade dos
alimentos disponiveis, e a temperatura da agua e a sua salinidade. Apesar da
potencial influéncia das multiplas variaveis acima mencionadas, os resultados das
PCAs totais dos musculos e das conchas demonstram a viabilidade de diferenciar P.
perna jovem e adulto utilizando o NIRS. E interessante notar aqui que, enquanto a
concha registra as condicbes ambientais e metabdlicas vividas pelo organismo ao
longo da sua vida, a composicdo do tecido mole reflete o periodo de vida mais
recente (Resgalla Jr et al. 2008; Beierlein et al. 2015). Este fato pode explicar a
diferenca entre os resultados da concha e do conjunto muscular, dado que a concha
esta em contato mais direto com o ambiente.

A auséncia de diferenca significativa entre os pesos dos musculos dos
mexilhdes entre as praias indica que as diferencas encontradas pelo NIRS eram
provavelmente metabdlicas. Por outro lado, as diferencas altamente significativas
observadas entre os musculos dos mexilhdes jovens e adultos sugerem uma
diferenca no metabolismo entre os individuos < 50 mm e > 50 mm. Xido et al. (2014)
observaram efeitos diferentes no metabolismo de bivalves correlacionados com o
tamanho corporal e apontaram que individuos menores eram mais metabolicamente
ativos do que os maiores.

O tamanho dos moluscos em relacdo a sua maturidade sexual pode ser
influenciado pela pressdo da constante extracdo de individuos imaturos nos
estoques naturais (Lasiak 1991). Souza et al. (2019) identificaram diferengcas no
tamanho na primeira maturacdo em P. perna e associaram esta variagdo com 0s
diferentes niveis de pressdo antropogénica encontrados em cada localidade.
Embora a maturidade sexual dos mexilhbes ndo tenha sido avaliada aqui, € uma
qguestdo importante, uma vez que a falta de controle do tamanho dos mexilhdes
extraidos dos estoques naturais pode influenciar o fen6tipo quimico dos individuos
menores que 50 mm, devido a antecipacdo da maturidade. Como esta hipétese
ainda ndo pode ser confirmada no presente estudo, sera necessaria mais
investigacdo, com base na aplicacao de técnicas complementares a NIRS.

Os bivalves tém hébitos alimentares filtrantes, sendo capazes de acumular
contaminantes presentes no ambiente em que vivem, e a exposicdo destes
organismos a fatores de estresses especificos pode gerar alteracdes bioquimicas,

histoldgicas, fisiologicas e genéticas (Resgalla Jr et al. 2008). Os resultados das
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analises de todos os mexilhdes maiores que 50 mm sugerem que as caracteristicas
ambientais influenciam no metabolismo dos mexilhdes, uma vez que todos os
individuos eram adultos. Esses dados podem ser utilizados como marcadores para
identificacdo da origem dos mexilhdes.

Numa analise NIRS, Valladares et al. (2021) descobriram que os ambientes
de campo e de laboratorio tinham efeitos diferentes no metabolismo dos caramujos
de agua doce, Biomphalaria glabrata (Say, 1818), Biomphalaria straminea (Dunker,
1848) e Biomphalaria tenagophila (d’Orbigny, 1835), e inferem que o NIRS pode ser
uma ferramenta muito pratica e util na discriminacdo dessas espécies transmissoras
de Schistosoma mansoni Sambon, 1907. Usando a mesma técnica, Bartlett et al.
(2018) demonstraram os efeitos do estresse nos bivalves marinhos através de
alteracdes energéticas naturais e contaminacdo por metais com amostras moidas.
Embora a Praia Vermelha e a Praia de Jurujuba estejam localizadas na mesma baia,
ambas sdo afetadas por impactos ambientais distintos. A Praia Vermelha esta
exposta diretamente as ondas oceénicas, com facil acesso aos costdes rochosos e
estd aberta ao publico, enquanto que a Praia de Jurujuba € mais calma, e sem
banhistas. Como foi visto no Capitulo Il desta tese, os mexilhdes da Praia de
Jurujuba apresentaram elevados niveis de certos elementos quimicos. O potencial
para a identificacdo de mexilh6es adultos coletados de diferentes areas pelo NIRS é
uma descoberta valiosa, pois pode contribuir para a avaliacdo da qualidade do
ambiente e, consequentemente, dos préprios animais. Em particular, os dados aqui
apresentados podem ser utilizados para calibrar os modelos NIRS para a analise de
amostras de P. perna de outras zonas da costa do Rio de Janeiro.

Embora as analises das conchas tenham demostrado que sao também um
bom modelo para a classificacdo por tamanho no NIR, a vantagem de aplicar esta
técnica ao conjunto muscular, em vez da concha, € o fato dos mexilhbes serem

frequentemente vendidos para consumo sem a concha.
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8 CONCLUSOES

A taxonomia integrativa de helmintos possibilitou a identificacdo morfologica
e genética de esporocistos e cercarias de Prosorhynchoides sp. que € aqui referido
pela primeira vez em mexilhdes da costa do Rio de Janeiro. Analises
histopatologicas do manto ndo indicaram lesBes associadas ao parasitismo pelo
trematddeo Prosorhynchoides sp. no mexilhdo hospedeiro intermediario. Novas
sequéncias genéticas do hospedeiro e trematdédeos foram depositadas no GenBank
e servirdo como base para comparacbes em futuras pesquisas sobre parasitos
larvais, bem como para adultos e seus hospedeiros definitivos.

Apesar de ndo haver sinais aparentes de contaminacdo nos mexilhfes, a
presenca de fungos filamentosos foi detectada em 96,7% das amostras. Os fungos
foram identificados por caracteristicas morfolégicas com excecdo dos géneros
Aureobasidium, Didymella e Phaeoisaria que foram identificados através de novas
sequéncias genéticas. Didymella e Phaeoisaria sédo referidos pela primeira vez em
bivalves, e novos dados morfolégicos e genéticos poderdo apoiar a identificacdo de
espécies em estudos futuros. Os géneros mais predominantes foram Aspergillus
seguido por Didymella e Penicillium.

Entre os fungos identificados, A. awamori, A. japonicus, A. versicolor, A.
sydowii e A. niger sdo conhecidos como fungos oportunistas que produzem
micotoxinas associadas a efeitos degenerativos nos sistemas urinario, digestoério e
respiratério em humanos. Apesar da ANVISA estabelecer limites maximos toleraveis
de algumas micotoxinas em alimentos, ndo foram estabelecidos limites aceitaveis
para o consumo humano de moluscos bivalves.

O consumo de mexilhdes P. perna da area investigada pode acarretar riscos
potenciais a saude do consumidor em decorréncia da presenca de As, Cr, Se e Zn,
em niveis que excederam os limites estabelecidos por agéncias reguladoras
brasileiras e internacionais.

Os resultados das andlises helmintolégicas, fungicas e de contaminagao
elementar demonstraram a necessidade de monitoramento na area de estudo
visando ao uso seguro desses bivalves para o consumo humano.

A diferenciagcdo de P. perna jovens de adultos provenientes de diferentes
areas foi observada no NIRS através de fendtipos quimicos diferenciados usando

tanto uma parte especifica da concha como o conjunto muscular. O NIRS utilizado
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provou ser uma ferramenta potencialmente rapida e valiosa para a inspecédo do

tamanho dos mexilhdes comercializados a partir de estoques naturais.
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Abstract

Perna perna mussels, abundant throughout the Brazilian coast, are routinely applied as bioindicators in environmental monitor-
ing actions due to their sessile and filter-feeding characteristics. In addition, they are noteworthy for their food importance,
especially for coastal populations. In this context, the aim of this study was to investigate elemental contamination in commer-
cially marketed and highly consumed P. perna samples from the highly impacted Guanabara Bay, Rio de Janeiro, Brazil. A total
of 30 mussels were sampled, and elemental concentrations (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, Se, V, and Zn) were determined
in adductor muscle samples by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Human consumption risks were
assessed by comparisons to Brazilian and international legislations. No significant differences between sex were observed for
all analyzed elements. Even when analyzing only the adductor muscle, all mussel samples exceeded the Brazilian limit for Cr,
while 12 samples exceeded the limit for Se. When compared to other regulatory agencies, As and Zn levels were higher than the
limits set by China, New Zealand, and the USA. Estimated daily dietary intake values were not above limits imposed by the Food
and Agriculture Organization of the United Nations/World Health Organization for any of the assessed elements, although it is
important to note that only the adductor muscle was assessed. Therefore, continuous metal and metalloid monitoring in bivalves
in the study region is suggested, as metal transport and bioavailability, especially in coastal estuaries such as Guanabara Bay,
which are currently undergoing significant changes due to anthropogenic activities.

Keywords Bivalves - Biomonitoring - Metals - Estuarine environment - Public health
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10.2 Anexo B: Fungos filamentosos identificados em cada Perna perna

coletado proximo a Praia de Jurujuba, Niterdi, RJ.

Mexilhdo | Pé Branquias Glandula digestiva
1 | - Aspergillus versicolor Penicillium raistrickii
2 Mycelia sterilia Mveelia sterilia. | c

Aspergillus flavipes ycelia stertlia
3 |- Aspergillus versicolor | -----
4 Mycelia sterilia Aspergillus versicolor | -----
Aspergillus sp.
5 Aspergillus sydowii Mycelia sterilia
Aspergillus sydowii Aspergillus versicolor Aspergillus sydowii
----- Aureobasidium sp.
6 |- Didymellasp. | -
7 |- e Cladosporium sp.
8 Aspergillus caespitosus Aspergillus caespitosus Aspergillus caespitosus
9 Aspergillus caespitosus | - Aspergillus caespitosus
Didymella sp.
e e s
11 Didymella sp. Didymella sp.
Aspergillus carbonarius Aspergillus niger | T
12 Mycelia sterilia
. . . Mycelia sterilia
Didymella sp. Aspergillus niger Aspergillus sp.
Aspergillus japonicus
3 |- | - Didymella sp.
14 | - Aspergillus niger Didymella sp.
15 Aspergillus awamori =~ | ----- Didymella sp.
16 Didymellasp. | - Phaeoisaria sp.
) Mycelia sterilia
17 . Didymella sp. .
Didymella sp. Aspergillus niger Didymella sp.
18 . . . Penicillium sp.
Penicillium sp. Aspergillus niger Aspergillus sp.
19 gisdpyer;gel::;ssgl.ger ----- Aspergillus sp.
20 . . Mycelia sterilia
Didymella sp. Didymella sp. Aspergillus sp.
21 Aspergillus awamori Aspergillus awamori | -----
22 Didymella sp. Aspergillus awamori Didymella sp.
Didymella sp.
23 Penicillium raistrickii -
- - Penicilliumsp. | -
Aspergillus awamori
24 | - Penicilliumsp. | -
25 - . Aspergillus niger
Penicillium sp. Didymella sp. Didymella sp.
26 Penicillium sp. .
Aspergillus niger Didymellasp. | -
21 gisdpyenrqgel::;ssg\./vamorl Didymella sp. Didymella sp.
28 Didymella sp. Didymellasp. | -
29 Didymella sp. Didymellasp. | -
30 Didymella sp. Didymellasp. | -
31 Penicilliumsp. | - | -
Total de
colbnias 30 27 27
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